Nitrogen Dioxide Reaction With Proteins: Evidence for Peptide Bond Cleavage at Lysine Residues by Hood, Darryl B.
East Tennessee State University
Digital Commons @ East
Tennessee State University
Electronic Theses and Dissertations Student Works
May 1991
Nitrogen Dioxide Reaction With Proteins:
Evidence for Peptide Bond Cleavage at Lysine
Residues
Darryl B. Hood
East Tennessee State University
Follow this and additional works at: https://dc.etsu.edu/etd
Part of the Biochemistry Commons, and the Toxicology Commons
This Dissertation - Open Access is brought to you for free and open access by the Student Works at Digital Commons @ East Tennessee State
University. It has been accepted for inclusion in Electronic Theses and Dissertations by an authorized administrator of Digital Commons @ East
Tennessee State University. For more information, please contact digilib@etsu.edu.
Recommended Citation
Hood, Darryl B., "Nitrogen Dioxide Reaction With Proteins: Evidence for Peptide Bond Cleavage at Lysine Residues" (1991).
Electronic Theses and Dissertations. Paper 2734. https://dc.etsu.edu/etd/2734
INFORMATION TO USERS
This manuscript has been reproduced from the microfilm master. UMI 
films the text directly from the original or copy submitted. Thus, some 
thesis and dissertation copies are in typewriter face, while others may 
be from any type of computer printer.
The quality of this reproduction is dependent upon the quality of the 
copy submitted. Broken or indistinct print, colored or poor quality 
illustrations and photographs, print bleedthrough, substandard margins, 
and improper alignment can adversely affect reproduction.
In the unlikely event that the author did not send UMI a complete 
manuscript and there are missing pages, these will be noted. Also, if 
unauthorized copyright material had to be removed, a note will indicate 
the deletion.
Oversize materials (e.g., maps, drawings, charts) are reproduced by 
sectioning the original, beginning at the upper left-hand corner and 
continuing from left to right in equal sections with small overlaps. Each 
original is also photographed in one exposure and is included in 
reduced form at the back of the book.
Photographs included in the original manuscript have been reproduced 
xerographically in this copy, Higher quality 6” x 9" black and white 
photographic prints are available for any photographs or illustrations 
appearing in this copy for an additional charge. Contact UMI directly 
to order.
University Microfilms International 
A Bell & Howell Information C om pany  
300  North Z e e b  R oad, Ann Arbor, Ml 48106-1346 USA 
313/761-4700  800/521*0600
Order Number 0124279
Nitrogen dioxide reaction with proteins: Evidence for peptide 
bond cleavage at lysine residues
Hood, Darryl Brice, Ph.D.
East Tennessee State University, 1991
U M I
300 N. Zeeb Rd.
Ann Aibor, MI 48106
NITROGEN DIOXIDE REACTION WITH PROTEINS: 
EVIDENCE FOR PEPTIDE BOND CLEAVAGE AT LYSINE RESIDUES
A D i s s e r t a t i o n  
P r e s e n t e d  t o  
t h e  F a c u l t y  o f  t h e  D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y  
J a m e s  H. Q u i l l e n  C o l l e g e  o f  M e d i c i n e  
E a s t  T e n n e s s e e  S t a t e  U n i v e r s i t y
I n  P a r t i a l  F u l f i l l m e n t  
o f  t h e  R e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  D e g r e e  
D o c t o r  o f  P h i l o s o p h y  i n  B i o m e d i c a l  S c i e n c e s
b y
D a r r y l  B. Hood 
May 1991
APPROVAL
T h i s  i s  t o  c e r t i f y  t h a t  t h e  G r a d u a t e  C o m m it te e  o f
DARRYL B. HOOP 
m e t  o n  t h e  
t w e n t v - f i r s t  d a y  o f  A u g u s t . 1 9 9 0
T h e  c o m m i t t e e  r e a d  a n d  e x a m in e d  h i s  d i s s e r t a t i o n ,  
s u p e r v i s e d  h i s  d e f e n s e  o f  i t  i n  a n  o r a l  e x a m i n a t i o n ,  a n d  
d e c i d e d  t o  recom m end  t h a t  h i s  s t u d y  b e  s u b m i t t e d  t o  t h e  
A s s o c i a t e  V i c e - P r e s i d e n t  f o r  R e s e a r c h  a n d  D ean  o f  t h e  
G r a d u a t e  S c h o o l ,  i n  p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  o f  t h e  r e q u i r e m e n t s  
f o r  t h e  d e g r e e  D o c t o r  o f  * * '* '  m c e .
C h a i r ,  G ra d u a
U C .
S i g n e d  o n  b e h a l f  o f  t h e  
G r a d u a t e  C o u n c i l A i t e  V i c e ^ £ r
R :h  a n d  Erean
S
r e s i d e n t  f o r  
n  o f  t h e  G r a d u a t e
ii
ABSTRACT
REACTION OF NITROGEN DIOXIDE WITH PROTEINS: EVIDENCE FOR 
PEPTIDE BOND CLEAVAGE AT LYSINE RESIDUES
by
D a r r y l  B . Hood
N i t r o g e n  d i o x i d e  (N02) , a n  a i r  p o l l u t a n t  p r o d u c e d  b y  
b u r n i n g  f o s s i l  f u e l s  a n d  a  c o m p o n e n t  o f  c i g a r e t t e  s m o k e ,  i s  
t h o u g h t  t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  p u lm o n a r y  
d i s e a s e s ,  s u c h  a s  em p h y sem a . To g a i n  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  
m e c h a n is m  b y  w h ic h  N02 d a m a g e s  t h e  l u n g ,  i n  v i t r o  e x p o s u r e s  o f  
0 , - p r o t e i n a s e  i n h i b i t o r  ( o ^ - P I ) , e l a s t i n ,  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  
(B S A ), hum an s e r u m  a l b u m i n  (HSA) a n d  s y n t h e t i c  p o l y - L - l y s i n e  
w e r e  p e r f o r m e d .  A g e n e t i c  d e f i c i e n c y  o f  a , - P I  p r e d i s p o s e s  
h u m an s  t o  em physem a a n d  N02 h a s  b e e n  h y p o t h e s i z e d  t o  d am ag e  a , -  
P I ,  w h ic h  w o u ld  l e a v e  p r o t e a s e s  s u c h  a s  hum an n e u t r o p h i l  
e l a s t a s e ,  (HNE) f r e e  t o  a t t a c k  l u n g  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s .  T h e  
a b i l i t y  o f  a , - P I  t o  i n h i b i t  HNE d e c l i n e d  w i t h  e x p o s u r e  t o  50% 
o f  t h e  c o n t r o l  v a l u e  a t  m o l a r  r a t i o s  o f  N02: a | - P I  o f  4 0 0 : 1  a n d  
g r e a t e r .  E x p o s u r e  o f  o ^ - P l  t o  N02 r e s u l t e d  i n  a  50% l o s s  o f  
i m m u n o r e a c t i v i t y  w i t h  e i t h e r  m o n o c l o n a l  o r  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d i e s  i n  a n  e n z y m e - l i n k e d  im m u n o s o r b e n t  a s s a y  a t  m o l a r  
r a t i o s  o f  N02: a , - P I  o f  e s s e n t i a l l y  1 0 0 : 1  a n d  g r e a t e r .  T h e  
m e c h a n is m s  o f  t h e s e  e f f e c t s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  v i a  u l t r a v i o l e t -  
v i s i b l e  s p e c t r o s c o p y  a n d  a m in o  a c i d  a n a l y s i s .  T h e  r e m a i n i n g  
t a r g e t  m o l e c u l e s  w e r e  l a b e l l e d  b y  r e d u c t i v e  m e t h y l a t i o n  o f  
a m in o  g r o u p s  w i t h  3H-HCHO p r i o r  t o  t r e a t m e n t  w i t h  N02 i n  
a q u e o u s  s o l u t i o n s  a t  p h y s i o l o g i c a l  pH. T im e  c o u r s e  e x p o s u r e  
o f  5 mg 3H - i n s o l u b l e  b o v i n e  l i g a m e n tu m  n u c h a e  e l a s t i n  
s u s p e n s i o n s  w i t h  u p  t o  120  ^ m o le s  o f  N02 r e s u l t e d  i n  90% 
s o l u b i l i z a t i o n  o f  t h e  l a b e l .  Amino a c i d  a n a l y s i s  o f  t h e  
s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  f r o m  t h e s e  e x p o s u r e s  c o n f i r m e d  
t h a t  80% o f  t h e  3H - d i m e t h y l l y s i n e  r e s i d u e s  w e r e  i n  t h e  s o l u b l e  
f r a c t i o n .  S i n c e  t h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  a  s p e c i f i c  r e a c t i v i t y  
o f  NOj w i t h  l y s i n e  r e s i d u e s ,  400  /ig  3H - p o l y - L - l y s i n e  w as 
e x p o s e d  t o  120  /xm oles N02. G e l  f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  
r e v e a l e d  t h a t  t h e  5 0 ,0 0 0  Mr 3H - p o l y ~ L ~ l y s i n e  h a d  b e e n  d e g r a d e d  
t o  s m a l l  p e p t i d e s  o f  1 - 3 , 0 0 0  M(. S i m i l a r  e x p o s u r e s  w e re  
c o n d u c t e d  u s i n g  JH-BSA a n d  3H-HSA, f o l l o w e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  
c h r o m a t o g r a p h y  a n d  SDS-PAGE w i t h  f l u o r o g r a p h y .  T h e  r e s u l t s  
s u g g e s t  t h a t  N02 p r e f e r e n t i a l l y  r e a c t s  w i t h  L y s - L y s  o r  o t h e r  
s p e c i f i c  s e q u e n c e s ,  r e s u l t i n g  i n  p e p t i d e  b o n d  c l e a v a g e .  U n d e r  
t h e  c o n d i t i o n s  u s e d ,  23% o f  t h e  BSA t y r o s i n e  r e s i d u e s . w e r e  
n i t r a t e d  a n d  a g g r e g a t e s  o f  HSA i n d i c a t i v e  o f  b i t y r o s i n e  c r o s s ­
l i n k  f o r m a t i o n  w e r e  o b s e r v e d .  T h e s e  f i n d i n g s  a r e  t h e  f i r s t  
i n d i c a t i o n  t h a t  N02 c a n  c a u s e  p r o t e i n  f r a g m e n t a t i o n  a n d  
p r o v i d e  a d d i t i o n a l  d a t a  o n  t h e  p o t e n t i a l  o f  N02 t o  d a m ag e  l u n g  
p r o t e i n s ,  s u c h  a s  e l a s t i n .
iii
DEDICATION
-  To t h e  L o r d  A lm i g h t y  f o r  g i v i n g  me t h e  s t r e n g t h  a n d  
w isd o m  t o  p e r s e v e r e .
-  To my l o v i n g  a n d  s u p p o r t i v e  p a r e n t s ,  D r .  C a l v i n  A. 
a n d  A nna M. H ood . T h r o u g h  e x a m p l e ,  y o u  h a v e  a l w a y s  
i m p r e s s e d  u p o n  me t h e  t r u l y  g r a t i f y i n g  a c c o m p l i s h m e n t s  i n  
l i f e ,  a r e  w o r t h  w o r k i n g  d i l i g e n t l y  f o r .
-  To K a r o l  (my f u t u r e  w i f e ) , w o r d s  c a n n o t  e x p l a i n  t h e  
d e p t h  o f  o u r  e x p e r i e n c e s  d u r i n g  o u r  m a t r i c u l a t i o n  t h r o u g h  
g r a d u a t e  s c h o o l .  My s u c c e s s  w as  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  
t h e  l e v e l  o f  s u p p o r t  t h a t  y o u  p r o v i d e d .  I  l o v e  y o u  a n d  am 
l o o k i n g  f o r w a r d  t o  t h e  g r e a t  e x p e r i e n c e s  t h e  f u t u r e  h a s  i n  
s t o r e  f o r  u s .
-  To M a r i u s ,  i n  h o p e s  t h a t  t h i s  may s e r v e  a s  a  s o u r c e  
o f  i n s p i r a t i o n  i n  t h e  f u t u r e .  S o n ,  t h e  s k y  i s  t h e  l i m i t ,
y o u  c a n  a c c o m p l i s h  a n y t h i n g  i n  t h i s  w o r l d  t h a t  y o u  s o
d e s i r e ,  i f  y o u  p u t  y o u r  m in d  t o  i t I
-  To D ave  a n d  L o u ,  who t h r o u g h  t h e i r  n e v e r  e n d i n g
e n c o u r a g e m e n t  a n d  s u p p o r t ,  m o ld e d  me i n t o  a  s c i e n t i s t .
- . . .  I  am t h e  e m i n e n t  e x p r e s s i o n  o f  f r i e n d s h i p  . . . 
I  i n s p i r e  t h e  m u s i c i a n  t o  p l a y  n o b l e  s e n t i m e n t s  a n d  a s s i s t  
t h e  c h e m i s t  t o  c o n v e r t  u n g e n e r o u s  p e r s o n a l i t i e s  i n t o  
i n d i v i d u a l s  o f  g r e a t  w o r t h  . . , L i v e s  o n c e  t o u c h e d  b y  me 
b eco m e  t u n e d  a n d  a r e  t h e r e a f t e r  a m i a b l e ,  k i n d l y ,  f r a t e r n a l .
ACKNOWLEDGEMENTS
- I ' d  l i k e  t o  t h a n k  t h e  m em bers  o f  my d i s s e r t a t i o n  
c o m m i t t e e  D r s .  J o h n s o n ,  E r n s t - F o n b e r g ,  R o b i n s o n ,  D e L u c ia ,  
a n d  S k a l k o  f o r  b e l i e v i n g  i n  a n d  s u p p o r t i n g  me f o r  t h e  
d u r a t i o n .
-  I ' d  l i k e  t o  t h a n k  t h e  f a c u l t y ,  s t a f f  a n d  g r a d u a t e  
s t u d e n t s  o f  t h e  D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y  f o r  a  v e r y  
f r u i t f u l ,  m e a n i n g f u l  l e a r n i n g  e x p e r i e n c e .  I  w i s h  y o u  a l l  
t h e  b e s t !
-  W ei (C hung  Lung) C hu , R o b b ie  (R obo-C op) W a i t e s ,  C r a i g  
(B o rk )  S m i t h ,  a n d  Bob R o u d a b u s h  w e r e  i n s p i r a t i o n a l  t o  me a n d
t h e y  w i l l  b e  r i c h  i n  10 y e a r s  t h a n k s  t o  i n d u s t r y .  On t h e
o t h e r  h a n d ,  M a j i d  ( T e r r o r i s t )  M eh rp o u y an  a n d  M a r g ie  (M a rg o t  
K i d d e r )  T u c k e r  w e r e  a l s o  i n s p i r a t i o n a l  t o  m e, h o w e v e r ,  we 
w i l l  b e  i m p o v e r i s h e d  i n  10  y e a r s .
-  Raym onde Cox a n d  K a r e n  F o r d ' s  h e l p  w i l l  a l w a y s  b e  
r e m e m b e r e d .
-  . . . To a  f e w ,  I  am t h e  c a s t l e  o f  d r e a m s - a m b i t i o u s ,  
s u c c e s s f u l ,  h o p e f u l  d r e a m s .  To m an y , I  am t h e  p o e t i c  p a l a c e  
w h e r e  human f e e l i n g  i s  rh y m ed  t o  c e l e s t i a l  m o t i v e s ;  t o  t h e  
g r e a t  m a j o r i t y ,  I  am t h e  t r e a s u r y  o f  g o o d  f e l l o w s h i p .
-  I n  f a c t ,  I  am t h e  c o l l e g e  o f  f r i e n d s h i p  t h e  
u n i v e r s i t y  o f  b r o t h e r l y  l o v e ;  t h e  s c h o o l  f o r  t h e  b e t t e r  
m a k in g  o f  m en .
. . . I t h a c a ,  N .V . 1906
v
CONTENTS
Page
A P P R O V A L ..............................................................................................................  i i
A B S T R A C T ..............................................................................................................  i i i
D E D I C A T I O N .........................................................................................................  i v
ACKNOWLEDGMENTS .........................................................................................  V
L IS T  OF T A B L E S ............................................................................................  i x
L IS T  OF FIGURES .......................................................................................  x i i
ABBREVIATIONS ............................................................................................... x i
CHAPTER
1 .  INTRODUCTION ...................................................................................  1
S o u r c e s  o f  N i t r o g e n  o x i d e s  ( N i t r o x i d e s )  . . .  3
C h e m i s t r y  ....................................................................................  9
T h e  T o x i c o l o g y  o f  N i t r o x i d e  F r e e - R a d i c a l s  P r e s e n t
i n  t h e  G as  P h a s e  o f  C i g a r e t t e  Smoke . . . .  10
T h e  I n a c t i v a t i o n  o f  t h e  M a jo r  P r o t e a s e  I n h i b i t o r
i n  Humans b y  C i g a r e t t e  Smoke F r e e - R a d i c a l s  14
N i t r o x i d e s  a n d  Emphysema ..................................................... 17
E l a s t i n  a n d  t h e  C o n n e c t i v e  T i s s u e  C o m p o n e n ts
o f  t h e  L ung  . . . . . . . . . . . . . . . .  18
D e g r a d a t i o n  o f  C o n n e c t i v e  T i s s u e  C o m p o n e n ts  b y
O x i d a n t s  i n  v i t r o  ...............................................................  20
D e s t r u c t i o n  o f  Lung  C o n n e c t i v e  T i s s u e s  i n  v i v o
b y  O x i d a n t s  . . . . . . . . . . . . . . . .  21
E x p o s u r e  t o  N i t r o x i d e s  P r o d u c e s  E m p h y se m a -L ik e
L e s i o n s  i n  A n im a ls  ..........................................................  22
O v e r v ie w  ..............................................................................................  24
2 .  MATERIALS AND M ETHODS..............................................................  27
P u r i f i c a t i o n  o f  A l p h a - l - P r o t e i n a s e  I n h i b i t o r
f r o m  P la s m a  ...............................................................................  29
vi
CHAPTER P a g e
E l e c t r o p h o r e s i s  o f  c t j - P r o t e i n a s e  I n h i b i t o r  . 31
I n h i b i t o r y  A c t i v i t y  A s s a y s  ..........................................  32
L a b e l l i n g  o f  E l a s t i n  ....................................................  33
L a b e l l i n g  o f  B o v in e  Serum  A lb u m in  (B S A ), Human
S e ru m  A lb u m in  (HSA) , a n d  P o l y - L - L y s i n e  . . .  34
I n  v i t r o  E x p o s u r e  o f  P r o t e i n s  a n d  P e p t i d e
t o  NOj . . . . . . . . . . . . . . . . .  35
Im m unoenzym e A s s a y s  ..........................................................  38
Amino A c id  A n a l y s i s  ......................................................   . 39
E l e c t r o p h o r e s i s  a n d  F l u o r o g r a p h y  o f  3H-BSA
& 3H-HSA ............................................................................... 41
G e l  F i l t r a t i o n  C h r o m a to g r a p h y  ................................  42
3 .  R E S U L T S ....................................    43
P u r i f i c a t i o n  o f  A l p h a - l - P r o t e i n a s e  I n h i b i t o r  43
M o la r  s t o i c h i o m e t r y  .......................................................... 45
E f f e c t s  o f  n o 2 on t h e  A c t i v i t y  a n d  I m m u n o r e a c t i v i t y  
o f  C(|PI 47
E x p o s u r e  o f  3H - E l a s t i n  .........................................  64
E x p o s u r e  o f  3H - P o l y - L - L y s i n e  .......................... 67
E x p o s u r e  o f  BSA .........................................................  70
E x p o s u r e  o f  HSA ......................................................... 76
4 .  DISCUSSION .........................................................................................  81
G e n e r a l  A s p e c t s  o f  D i r e c t  O x i d a t i v e  Damage t o
L ung  P r o t e i n s  .........................................................................  81
M o d i f i c a t i o n  o f  T e r t i a r y  S t r u c t u r e  F o l l o w i n g
E x p o s u r e  t o  N02 * *  . « " . . . . .  . . . .  82
T he  E f f e c t s  o f  N02 on  E l a s t i n  .....................................  85
P r o t e i n  A g g r e g a t i o n  a n d  F r a g m e n t a t i o n  a s  a
R e s u l t  o f  N02 E x p o s u r e  ..................................................... 88
vii
CHAPTER Page
BIBLIOGRAPHY ....................................................................................................  95
A P P E N D I X ..............................................................................................................  107
VITA   118
viii
L IS T  OF TABLES
TABLE Page
1 .  Some o f  t h e  V a r i o u s  F o rm s  o f  t h e  N i t r o g e n
Oxides 5
2 .  P u r i f i c a t i o n  o f  Human a - l - P I  ........................................  44
3 .  Amino A c id  A n a l y s i s  o f  MSA H y d r o l y z a t e s  o f
N a t i v e  a , - P I ,  a n d  o f  t h e  Y e l lo w ,  I n s o l u b l e ,  
P r e c i p i t a t e d  M a t e r i a l  F o rm ed  i n  t h e  1 6 0 0 :1  
NOj E x p o s e d  a , - P I  S a m p le  ................................................ 59
4 .  Am ino A c id  A n a l y s i s  o f  C o n t r o l  a n d  N02
E x p o s e d  a , - P I  .......................................................................... 63
5 .  3H - D i m e t h y l l y s i n e  R e l e a s e  f r o m  C o n t r o l  a n d
N02 E x p o s e d  3H - E l a s t i n  .................................................... 65
ix
LIST  OF FIGURES
FIGURE Page
1 .  i n t e r c o n v e r s i o n s  o f  NO(I) .................................................... 11
2 .  P o s s i b l e  P h y s i o l o g i c a l  C o n s e q u e n c e s  o f  t h e
N i t r o x i d e  F r e e - R a d i c a l  C o m p o n e n ts  o f
C i g a r e t t e  Smoke ..................................................................... 16
3 .  I n  V i t r o  N02 E x p o s u r e  S y s te m  .........................................  36
4 .  T i t r a t i o n  o f  P r o t e a s e s  w i t h  O j - P I ............................... 46
5 .  T he  E f f e c t  o f  N02 on  t h e  I n h i b i t i o n  o f  HNE
b y  a , - P I  ..............................................................................  48
6 . E l e c t r o p h o r e s i s  o f  a , -P I :H N E  C o m p le x e s  . . . .  49
7 .  Im m unoenzym e A s s a y  o f  C o n t r o l  a n d  N02 E x p o s e d
o ^ -P I  (1  n m o l /m l )  ...............................................................  51
8 . N02 E x p o s e d  a t- P I  I m m u n o r e a c t i v i t y  .........................  52
9 .  Im m unoenzym e A s s a y  o f  C o n t r o l  a n d  N02 E x p o s e d
a , - P I  (4 n m o le s /m l )  ..........................................................  54
1 0 .  S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s  o f  C o n t r o l  a n d  N02 E x p o s e d
a t- P I  I m m u n o r e a c t i v i t y  ................................................ 55
1 1 . T o t a l  P r o t e i n  d e t e r m i n a t i o n  on  C o n t r o l  a n d
N02 E x p o s e d  a , - P I  b y  t h e  OPA M eth o d  . . . .  56
1 2 .  SDS-PAGE A n a l y s i s  o f  t h e  Y e l lo w  I n s o l u b l e
M a t e r i a l  F o rm ed  f r o m  N02 E x p o s u r e  o f  o ^ -F I  . 58
1 3 .  A) U V - V i s i b l e  A b s o r p t i o n  S p e c t r a  f o r  N a t i v e  a n d
N02 E x p o s e d  a , - P l  (4 n m o le /m l )  a n d  72 h r .
N i t r o g e n  B u b b le d  C o n t r o l  a , - P I
(4 n m o l /m l )  ....................................................................  61
B) u v - v i s i b l e  A b s o r p t i o n  S p e c t r a  o f  lm g /m l
s o l u t i o n s  o f  HSA ..........................................................  62
1 4 .  3H - D i m e t h y l l y s i n e  R e l e a s e  f r o m  N02 E x p o s e d
3H - E l a s t i n  ..............................................................................  66
1 5 .  A) G e l  F i l t r a t i o n  A n a l y s i s  o f  C o n t r o l
3H - P o l y - L - L y s i n e  ..........................................................  68
B) G e l  F i l t r a t i o n  A n a l y s i s  o f  N02 E x p o s e d
3H - P o l y - L - L y s i n e  .......................................................... 69
x
FIGURE Page
1 6 .  A) G e l  F i l t r a t i o n  A n a l y s i s  o f  C o n t r o l
3H-BSA .................................................................................... 71
B) G e l  F i l t r a t i o n  A n a l y s i s  o f  N02 E x p o s e d
3H-BSA ....................................................................................  72
1 7 .  A) SDS-PAGE A n a l y s i s  o f  3H-BSA a f t e r  E x p o s u r e
t o  NOj ....................................................................................  73
B) F l u o r o g r a p h y  ........................................................................... 75
1 8 .  F l u o r o g r a p h y  F o l l o w i n g  10% SDS-PAGE A n a l y s i s
o f  H-HSA a f t e r  E x p o s u r e  t o  N02   77
1 9 .  A) T im e C o u r s e  SDS-PAGE A n a l y s i s  o f  t h e
Y e l lo w ,  I n s o l u b l e  M a t e r i a l  F o rm ed  f ro m
NOj E x p o s u r e  o f  3H-HSA ..........................................  79
B) F l u o r o g r a p h y  ..........................................................   80
2 0 .  S c h e m a t i c  o f  P r o p o s e d  C l e a v a g e  o f  HSA a t
L y s i n e - L y s i n e  S e q u e n c e s  b y  N02 t o
G e n e r a t e  P e p t i d e s  W ith  a n d  W i t h o u t
T y r o s i n e  R e s i d u e s  ..........................................................  92
xi
L IS T  OF ABBREVIATIONS 
otj-PI a l p h a - l ~ p r o t e i n a s e  i n h i b i t o r
ppm p a r t s  p e r  m i l l i o n
HNE hum an n e u t r o p h i l  e l a s t a s e
PPE p o r c i n e  p a n c r e a t i c  e l a s t a s e
PPT p o r c i n e  p a n c r e a t i c  t r y p s i n
SDS s o d iu m  d o d e c y l  s u l f a t e
PAGE p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s
TCA t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d
DMSO d i m e t h y l  s u l f o x i d e
pNA p a r a n i t r o a n i l i d e
Bz b e n z o y l
MES m o r p h o l i n o - e t h a n e  s u l f o n i c  a c i d
T r  i s  t r i s ( h y d r o x y m e t h y 1 ) a m in o m e th a n e
HEPES N - 2 - H y d r o x y - e t h y l p i p e r a z i n e - N ' - 2 - e t h a n e s u l f o n i c
a c i d
NEDA N - l - N a p h t h y l e t h y l e n e d i a m i n e
MSA m e t h a n e s u l f o n i c  a c i d
PITC  p h e n y l i s o t h i o c y a n a t e
DTT d i t h i o t h r e i t o l
DTNB 5 , 5 ' ~ d i t h i o b i s - ( 2 - n i t r o b e n z o i c  a c i d )
g s h  g l u t a t h i o n e
BSA b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n
HSA hum an s e r u m  a l b u m i n
cpm c o u n t s  p e r  m i n u t e
DEAE d i e t h y l a m i n o e t h y l
xii
HPLC h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y
EPA e n v i r o n m e n t a l  p r o t e c t i o n  a g e n c y
PBN p h e n y l - t e r t - b u t y l  n i t r o n e
EIC e l a s t a s e  i n h i b i t o r y  c a p a c i t y
CBS c i b a c r o n  b l u e  s e p h a r o s e
TBS t r i s  b u f f e r e d  s a l i n e
TEA t r i e t h y l a m i n e
dH20 d i s t i l l e d  w a t e r
xiii
C h a p t e r  1 
INTRODUCTION
Many p e o p l e  a r e  b e c o m in g  i n c r e a s i n g l y  c o n c e r n e d  a b o u t  
t h e  s t a t e  o f  t h e  e n v i r o n m e n t .  P r e s e n t l y ,  e n v i r o n m e n t a l  
i s s u e s  a r e  b e i n g  p o l i t i c i z e d  i n  a n  e f f o r t  t o  p r e s e r v e  f o r  
f u t u r e  g e n e r a t i o n s  a  s a n c t u a r y  t h a t  w i l l  b e  f r e e  o f  
e x c e s s i v e  p o l l u t i o n ,  i n c l u d i n g  t h e  u n d e s i r a b l e  h e a l t h  
e f f e c t s  a s s o c i a t e d  w i t h  a i r  p o l l u t i o n .  As a  p a r t  o f  
s o c i e t y ,  t h e  s c i e n t i f i c  c o m m u n ity  h a s  a t t e m p t e d  t o  a d d r e s s  
som e o f  t h e  c o n c e r n s  r e l a t i v e  t o  t h e  r i s k s  t o  h e a l t h  
a s s o c i a t e d  w i t h  l i v i n g  i n  p o l l u t e d  e n v i r o n m e n t s .  U n d e r  t h i s  
u m b r e l l a  t h e r e  i s  a n  a r e a  o f  r e s e a r c h  t h a t  i s  d i r e c t e d  a t  
d e t e r m i n i n g  w h e t h e r  e n v i r o n m e n t a l  p o l l u t a n t s  s u c h  a s  o z o n e  
(O j ) , a n d  n i t r o g e n  d i o x i d e  (N02) , a l t e r  t h e  s t r u c t u r e  a n d  
f u n c t i o n  o f  l u n g  p r o t e i n s .
V a r i o u s  m e t r o p o l i t a n  a r e a s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  b y  t h e  
U n i t e d  S t a t e s  E n v i r o n m e n t a l  P r o t e c t i o n  A g e n cy  (EPA) a s  
h a v i n g  e x c e s s i v e l y  h i g h  a m b i e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  n i t r o g e n  
d i o x i d e ,  o n e  o f  t h e  m a j o r  v o l a t i l e  a i r  p o l l u t a n t s .  T he  
p r i m a r y  s o u r c e  o f  t h i s  a m b i e n t  n i t r o g e n  d i o x i d e  o r i g i n a t e s  
f r o m  f o s s i l  f u e l  c o m b u s t i o n  i n  a u t o m o b i l e s ,  s o  t h a t  
a u t o m o b i l e  e m i s s i o n s  a r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  a  m a j o r  
c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  t o  a i r  p o l l u t i o n  i n  t h e s e  a r e a s .  Of t h e  
many h e a l t h  e f f e c t s  a s s o c i a t e d  w i t h  a i r  p o l l u t i o n ,  o r  m o re  
s p e c i f i c a l l y ,  c o m p o n e n t s  o f  p h o t o c h e m i c a l  sm og , l u n g
1
2r e s p i r a t o r y  d i s e a s e s  h a v e  r e c e i v e d  t h e  m o s t  a t t e n t i o n .
S i n c e  t h e  l u n g  r e p r e s e n t s  t h e  g r e a t e s t  p o i n t  o f  e x p o s u r e  t o
t h e  o u t s i d e  e n v i r o n m e n t ,  i t  i s  n o t  s u r p r i s i n g  t h a t  e v i d e n c e
*
h a s  a c c u m u l a t e d  s u g g e s t i n g  t h a t  i n h a l a t i o n  o f  t h e s e  
e n v i r o n m e n t a l  p o l l u t a n t s  may h a v e  a  d e l e t e r i o u s  e f f e c t  o n  
l u n g  s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n .
P r e s e n t l y ,  t h e r e  i s  a l s o  a  g r o w in g  c o n c e r n  a s  t o  t h e  
h e a l t h  e f f e c t s  a s s o c i a t e d  w i t h  t o b a c c o  sm oke  i n  i n d o o r  
e n v i r o n m e n t s .  M a i n s t r e a m  c i g a r e t t e  sm oke  i s  d e f i n e d  a s  t h a t  
p o r t i o n  i n h a l e d  b y  t h e  s m o k e r ,  w h e r e  a s  ,,s i d e s t r e a m ,, sm oke 
i n c l u d e s  e x h a l e d  sm oke  a s  w e l l  a s  sm oke  t h a t  h a s  n o t  b e e n  
i n h a l e d .  B o th  o f  t h e s e  f r a c t i o n s  o f  t o b a c c o  sm oke  c o n t a i n  
g a s e o u s  n i t r o g e n  d i o x i d e  i t s e l f  a n d  r e l a t e d  r e a c t i v e  
n i t r o g e n  o x i d e s .  C i g a r e t t e  sm o k in g  h a s  b e e n  r e c o g n i z e d  a s  a  
p r i m a r y  r i s k  f a c t o r  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  em ph y sem a , o n e  o f  
s e v e r a l  r e s p i r a t o r y  d i s e a s e s .  S i n c e  n i t r o g e n  d i o x i d e  a n d  
i t s  r e l a t e d  o x i d e s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  s e e m i n g l y  d e p e n d e n t  
v a r i a b l e  r e l a t e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  em p h y sem a , i t s  
i n c r e a s i n g  p r e s e n c e  i n  t h e  a t m o s p h e r e  p r i m a r i l y  d u e  t o  
i n c r e a s i n g  a u t o m o b i l e  e m i s s i o n s  h a s  a t t r a c t e d  a  c o n s i d e r a b l e  
a m o u n t  o f  a t t e n t i o n .  T h i s  i n t e r e s t  s t e m s  f r o m  t h e  
p o s s i b i l i t y  t h a t  n i t r o g e n  d i o x i d e  may p l a y  a  r o l e  i n  
d a m a g in g  t h e  l u n g  a n d / o r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  l u n g  w hen 
b r e a t h e d  o v e r  a n  e x t e n d e d  p e r i o d  o f  t i m e .  N i t r o g e n  d i o x i d e ,  
w h ic h  i s  a  c o m p o n e n t  o f  c i g a r e t t e  sm o k e ,  a n d  t h e  b u r n i n g  o f  
f o s s i l  f u e l s ,  c a u s i n g  o u t d o o r  a i r  p o l l u t i o n ,  may b e  t h e
3c a u s a t i v e  a g e n t  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  l u n g  d i s e a s e s  s u c h  a s  
em physem a.
When c o n s i d e r i n g  t h e  h e a l t h  e f f e c t s  a s s o c i a t e d  w i t h  
e x p o s u r e  t o  n i t r o g e n  d i o x i d e  a n d  i t s  r e l a t e d  o x i d e s  i n  t e r m s  
o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  em physem a, we m u s t  i n i t i a l l y  c o n s i d e r  
t h e  m a j o r  s o u r c e s  a n d  t h e  c h e m i s t r y  o f  t h e  a t m o s p h e r i c  
n i t r o g e n  o x i d e s .  C o n s i d e r a t i o n  m u s t  a l s o  b e  g i v e n  t o  t h e  
n i t r o g e n  o x i d e  c o n t e n t  o f  m a i n s t r e a m  c i g a r e t t e  sm oke  a n d  t h e  
t o x i c o l o g y  o f  t h e s e  n i t r o g e n  o x i d e  s p e c i e s  t h a t  a r e  p r e s e n t  
i n  t h e  g a s  p h a s e  o f  c i g a r e t t e  sm o k e .  T he  e f f e c t  o f  
c i g a r e t t e  sm oke o n  a  p r o t e i n  t h a t  i s  i n s t r u m e n t a l  i n  
p r o t e c t i n g  t h e  l u n g  f ro m  p r o t e o l y t i c  a t t a c k  w i l l  a l s o  b e  
c o n s i d e r e d .  A n im a l  m o d e l  c o r r e l a t e s  w h ic h  s u g g e s t  a  
p o s s i b l e  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  e x p o s u r e  t o  n i t r o g e n  d i o x i d e  
a n d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  em physem a w i l l  b e  c o n s i d e r e d .
F i n a l l y ,  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  l u n g  i t s e l f ,  i n  t e r m s  o f  i t s  
c o n n e c t i v e  t i s s u e  c o m p o n e n t s  a n d  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e s e  
c o m p o n e n t s  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o  b y  o x i d a n t s  w i l l  b e  
c o n s i d e r e d .
S o u r c e s  o f  N i t r o g e n  O x id e s  ( N i t r o x i d e s )
T h r e e  o f  t h e  m a j o r  n i t r o g e n - c o n t a i n i n g  c o m p o u n d s  i n  t h e  
a t m o s p h e r e  a r e  n i t r o u s  o x i d e  (N jO), n i t r i c  o x i d e  (N O ), a n d  
n i t r o g e n  d i o x i d e  (N02) . T h e s e  g a s e o u s  co m p o u n d s  a r i s e  i n  
p a r t  f r o m  b i o l o g i c a l  a c t i o n  a n d  o r g a n i c  d e c o m p o s i t i o n  i n  t h e  
s o i l  a n d  o c e a n  (L e e ,  1 9 8 0 ) .  I t  i s  a  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  
p r a c t i c e  t o  d e s i g n a t e  t h e  many a t m o s p h e r i c  f o r m s  o f  t h e
n i t r o g e n  o x i d e s  a s  NO, ( n i t r o x i d e s ) , T h e  p r i m a r y  b y ­
p r o d u c t s  o f  o n e  e l e c t r o n  r e d u c t i o n s  o f  t h e  n i t r o g e n  o x i d e s  
a r e  n i t r i t e  (NOj-) , a n d  n i t r a t e  (N03' ) , w h ic h  c o n t a i n  u n p a i r e d  
e l e c t r o n s  i n  t h e i r  o u t e r  o r b i t s .  From a  t o x i c o l o g i c a l  
v i e w p o i n t ,  N02 i s  v i e w e d  a s  t h e  d o m i n a n t  u r b a n  a t m o s p h e r i c  
p o l l u t a n t ,  b e c a u s e  NO a n d  N02 a r e  t h e  m a j o r  n i t r o g e n o u s  
p r o d u c t s  o f  f o s s i l  f u e l  c o m b u s t i o n  ( F i s h b e i n ,  1 9 7 6 ) .  I n  
a d d i t i o n  t o  g a s e o u s  N0„, n i t r a t e  a e r o s o l s  a r e  p r o d u c e d  i n  
t h e  a t m o s p h e r e  b y  t h e  o x i d a t i o n  o f  n i t r o g e n  o x i d e s  g e n e r a t e d  
d u r i n g  c o m b u s t i o n  o f  f o s s i l  f u e l s  ( V o s t a l  e t  a l .  1 9 8 5 ) .  T he 
EPA d e l i n e a t e s  v a r i o u s  c o m p o n e n t s  o f  p a r t i c u l a t e  a i r  
p o l l u t i o n  b a s e d  o n  w h e t h e r  i t  i s  a  g a s ,  a n  i n h a l a b l e  
p a r t i c u l a t e  ( a e r o s o l )  o r  a  p a r t i c u l a t e ,  i n c a p a b l e  o f  b e i n g  
i n h a l e d .  I n  a  s t u d y  o f  m e t r o p o l i t a n  a r e a s  i n  M i c h i g a n ,  
C o l o r a d o ,  a n d  s u b u r b a n  a r e a s  i n  V i r g i n i a ,  L o u i s i a n a ,  a n d  
D e l a w a r e ,  i t  w as f o u n d  t h a t  t h e  i n h a l a b l e  p a r t i c u l a t e s  
( a e r o s o l s )  f o r m e d  t w o - t h i r d s  t o  t h r e e - q u a r t e r s  o f  t h e  t o t a l  
i n h a l a b l e  p a r t i c u l a t e  l o a d  ( V o s t a l  e t  a l .  1 9 8 5 ) ,  I t  w as  
c o n c l u d e d  f r o m  t h i s  s t u d y  t h a t  m o re  r e s e a r c h  w as  n e e d e d  on 
a e r o s o l s ,  i f  t h e  u n d e s i r a b l e  h e a l t h  e f f e c t s  a s s o c i a t e d  w i t h  
i n h a l e d  p a r t i c u l a t e s  w e r e  t o  b e  p r e v e n t e d .  I t  i s  common t o  
u s e  NOj a n d  NO, i n t e r c h a n g e a b l y  when t h e  b i o m e d i c a l  
i m p l i c a t i o n s  o f  a i r  p o l l u t i o n  a r e  d i s c u s s e d  (M orrow , 1 9 8 4 ) .  
T a b l e  1 sh o w s  v a r i o u s  f o r m s  o f  t h e  n i t r o g e n  o x i d e s  t h a t  a r e  
o f  i n t e r e s t  when t h e  p o s s i b l e  h e a l t h  e f f e c t s  o f  a i r  
p o l l u t i o n  a r e  c o n s i d e r e d .
5T a b l e  1 .  Some o f  t h e  V a r i o u s  F o rm s o f  t h e  N i t r o g e n  O x i d e s .
Form
•
Name Form Name
NjO N i t r o u s  o x i d e h n o 2 N i t r o u s  A c id
NO N i t r i c  o x i d e h n o 3 N i t r i c  A c id
n o 2 N i t r o g e n  d i o x i d e n 2o4 D i n i t r o g e n  t e t r o x i d e
( d i m e r i c  N02)
NaO5 D i n i t r o g e n  p e n t o x i d e n o 3 N i t r o g e n  t r i o x i d e
( d i m e r i c  N02) n 2o2 N i t r o g e n  p e r o x i d e
T h e  m a j o r  b i o l o g i c a l  s o u r c e  o f  N01 i s  a n a e r o b i c  
b a c t e r i a l  r e d u c t i o n  o f  N03 t o  N02 i n  t h e  s o i l .  T h e  r e s u l t i n g  
e s t i m a t e d  N0X a s  N02' i n  s o i l  i s  c o n v e r t e d  t o  n i t r o u s  a c i d  
(HNOj), w h ic h  d e c o m p o s e s  t o  y i e l d  NO a n d  N02 ( N e l s o n  e t  a l .
1 9 7 0 ) .
N i t r o u s  o x i d e  (N20) i s  t h e  m o s t  a b u n d a n t  a t m o s p h e r i c  
n i t r o g e n  o x i d e  com pound  a n d  h a s  a  m ean c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 2 5  
ppm i n  c l e a n  a i r  a n d  l  ppm i n  p o l l u t e d  a i r  ( L e e ,  1 9 8 0 ) .  T h e  
m a j o r  s o u r c e  o f  N20  i s  f ro m  n i t r o g e n o u s  co m p o u n d s  i n  t h e  
s o i l ,  w i t h  a n  e s t i m a t e d  5 .9 2  x  10s t o n s / y e a r  b e i n g  r e l e a s e d  
i n t o  t h e  a t m o s p h e r e  a s  a  r e s u l t  o f  a n a e r o b i c  d e n i t r o f i c a t i o n  
( F i s h b e i n ,  1 9 7 6 ) .  N i t r o u s  o x i d e  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a  v e r y  
s t a b l e  a n d  c h e m i c a l l y  i n e r t  g a s  w h ic h  e s s e n t i a l l y  u n d e r g o e s  
no  c h e m i c a l  c o n v e r s i o n s  i n  t h e  a t m o s p h e r e .  I t s  m ean
r e s i d e n c e  t i m e  i n  t h e  a t m o s p h e r e  i s  e s t i m a t e d  t o  b e  f o u r  
y e a r s  ( F i s h b e i n ,  1 9 7 6 ) .
T h e  o r i g i n  o f  a t m o s p h e r i c  n i t r i c  o x i d e  (NO) a n d  
n i t r o g e n  d i o x i d e  (N02) i s  f r o m  t h e  o x i d a t i o n  o f  o r g a n i c a l l y  
b o u n d  n i t r o g e n  p r e s e n t  i n  f o s s i l  f u e l s  a n d  f r o m  t h e  
o x i d a t i o n  o f  m o l e c u l a r  n i t r o g e n  i n  t h e  a t m o s p h e r e  ( I r v i n ,
1 9 8 6 ) .  Among t h e  n i t r o x i d e s ,  N02 p l a y s  t h e  p i v o t a l  r o l e  i n  
a t m o s p h e r i c  r e a c t i o n s  p r o d u c i n g  p h o t o c h e m i c a l  o x i d a n t s  
( S c h w a r t z ,  1 9 8 6 ) .  A l t h o u g h  w h e r e  NO i s  t h e  p r i m a r y  
n i t r o x i d e  i n  a u t o m o b i l e  e m i s s i o n s ,  i t  i s  o x i d i z e d  t o  t h e  
much m o re  r e a c t i v e  N02 w i t h i n  s e v e r a l  h o u r s ,  a n d  t h i s  
p h o t o c h e m i c a l  p r o c e s s  i s  p r i m a r i l y  r e s p o n s i b l e  f o r  d a i l y  
v a r i a t i o n s  i n  n i t r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  a r e a s  s u c h  a s  L o s  
A n g e l e s  ( A t k i n s o n  & L l o y d ,  1 9 8 4 ) .  C o n c e n t r a t i o n s  o f  
n i t r o x i d e s  p e a k i n g  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  r u s h  h o u r  t r a f f i c  c a n  
b e  o b s e r v e d  i n  c e r t a i n  u r b a n  c e n t e r s  a n d  t h e  l o c a l  
c o n c e n t r a t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  hum an a c t i v i t y  c a n  b e  25  t o  
50 0  t i m e s  l a r g e r  t h a n  t h e  n a t u r a l  b a c k g r o u n d  ( B e r r y  e t  a l .
1 9 7 1 ) .  O c c a s i o n a l l y ,  i n  s c a t t e r e d  a r e a s  o f  t h e  U n i t e d  
S t a t e s ,  p e a k  l e v e l s  o f  0 . 4  -  5 . 0  ppm h a v e  b e e n  o b s e r v e d  a n d  
c o n c e n t r a t i o n s  i n  e x c e s s  o f  0 .1 4  ppm h a v e  b e e n  show n  t o  b e  
q u i t e  common ( E P A - 6 0 0 / 8 - 8 2 - 0 2 6 ,  1 9 8 2 ) .  T h e  n a t i o n a l  a m b i e n t  
a i r  q u a l i t y  s t a n d a r d  f o r  n i t r o g e n  d i o x i d e  i s  0 . 0 5  ppm (L e e ,  
1 9 8 0 ) ,  a n d  i t s  r e s i d e n c e  t i m e  i n  t h e  a t m o s p h e r e  h a s  b e e n  
e s t i m a t e d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  tw o  m o n th s  ( W i l s o n  e t  a l .
1 9 8 0 ) .  O v e r a l l ,  when c o n s i d e r i n g  t o t a l  a n t h r o p o g e n i c
n i t r o x i d e  e m i s s i o n s ,  w h ic h  a r e  f ro m  e l e c t r i c  p o w e r  p l a n t s ,
s t a t i o n a r y  f u e l  c o m b u s t i o n  s o u r c e s ,  a n d  a u t o m o b i l e
e m i s s i o n s ,  t h e  l a t t e r  s o u r c e  h a s  c o m p r i s e d  a p p r o x i m a t e l y  45%
*
o f  t h e  t o t a l  (W i ls o n  e t  a l .  1 9 8 0 } .
E m i s s i o n s  f r o m  a i r c r a f t  r e p r e s e n t s  a n o t h e r  p o l l u t i n g  
s o u r c e  o f  n i t r o g e n  o x i d e s .  T h e  a i r c r a f t  e m i s s i o n s  ( c a r b o n  
m o n o x id e ,  h y d r o c a r b o n s ,  n i t r o g e n  o x i d e s ,  a n d  p a r t i c u l a t e  
m a t t e r )  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  r e p r e s e n t  3 .3%  o f  a l l  e m i s s i o n  
s o u r c e s  ( H e n d e l ,  1 9 7 3 ) .  E x c e s s i v e  p o l l u t i o n  c a n  o c c u r  i n  
l o c a l i z e d  a r e a s  a r o u n d  a i r p o r t s .  F o r  e x a m p l e ,  i n  t h e  
v i c i n i t y  o f  L o s  A n g e l e s  A i r p o r t  a n d  C h i c a g o  O 'H a r e  A i r p o r t  
3 2 ,6 6 0  a n d  2 9 ,5 4 0  t o n s / y e a r  o f  p o l l u t a n t s  a r e  r e l e a s e d  
r e s p e c t i v e l y .  An e s t i m a t e d  1 6 , 0 0 0  t o n s  o f  n i t r o g e n  o x i d e s  
w e r e  r e l e a s e d  b y  a l l  c i v i l  a i r c r a f t  i n  t h e  U .S .  i n  1967  
( H e n d e l ,  1 9 7 3 ) .  L a r g e r  e n g i n e s  a n d  h i g h e r  t e m p e r a t u r e s  
w h ic h  w i l l  b e  e n c o u n t e r e d  i n  t h e  f u t u r i s t i c ,  h i g h  t e c h  
a i r c r a f t  e n g i n e s ,  c a n  b e  e x p e c t e d  t o  m ake n i t r o x i d e  
e m i s s i o n s  f r o m  a i r c r a f t  a n  e v e n  g r e a t e r  p r o b l e m .
W i t h i n  t h e  l a s t  d e c a d e ,  a  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  o f  
a t t e n t i o n  h a s  b e e n  g i v e n  t o  t h e  q u e s t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  
h e a l t h  r i s k s  a s s o c i a t e d  w i t h  e x p o s u r e  t o  s i d e s t r e a m  t o b a c c o  
s m o k e .  S im p ly  p u t ,  i s  t h e  n o n - s m o k e r  a t  r i s k  w h i l e  i n h a l i n g  
s e c o n d a r y  sm oke  g e n e r a t e d  f ro m  a  b u r n i n g  c i g a r e t t e  i n  i n d o o r  
e n v i r o n m e n t s ?  S e v e r a l  r e c e n t  s t u d i e s  h a v e  a t t e m p t e d  t o  
a d d r e s s  t h i s  i s s u e  b y  i n i t i a l l y  i d e n t i f y i n g  t h e  c h e m i c a l  
co m p o u n d s  a n d  m o re  i m p o r t a n t l y  f o r  t h e  p u r p o s e s  o f  t h i s
8d i s c u s s i o n ,  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p r i m a r y  i n o r g a n i c  g a s e s  
p r e s e n t  i n  s i d e s t r e a m  sm o k e .  Some o f  t h e  s i d e s t r e a m  y i e l d s
o f  n i t r o g e n  o x i d e s  ( j ig /  c i g a r e t t e )  w e r e  f o u n d  t o  b e  o n  t h e
*
o r d e r  o f  0 . 1  -  3 . 5  ( G u e r i n  e t  a l .  1 9 8 7 ) ;  2 . 2  -  2 . 6  ( E a to u g h  
e t  a l .  1 9 8 9 ) ;  1 . 4  -  2 . 0  (H e a v n e r  e t  a l ,  1 9 8 6 ) ;  5 . 3  -  8 . 5  
( K lu s  & B e g u t t e r ,  1 9 8 7 ) .
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  c o n c e r n s  r e g a r d i n g  n i t r o x i d e s  t h a t  
a r e  p r e s e n t  i n  s i d e s t r e a m  sm oke  i n  i n d o o r  e n v i r o n m e n t s ,  
o t h e r  s o u r c e s  o f  n i t r o x i d e s  i n  i n d o o r  e n v i r o n m e n t s  e x i s t .
A p o p u l a r  c o n c e p t  e m e r g i n g  t h e s e  d a y s  i s  t h a t  o f  t h e  s i c k  
b u i l d i n g  s y n d r o m e .  New b u i l d i n g s  c o n t a i n i n g  l a r g e  a m o u n ts  
o f  s y n t h e t i c  c o m p o n e n t s  t e n d  t o  g i v e  o f f  n i t r o g e n o u s  a n d  
v o l a t i l e  o r g a n i c  co m p o u n d s  a n d  o t h e r s  t e n d  t o  " o f f - g a s "  a t  a  
s l o w  p a c e  f o r  a n y  n u m b er  o f  y e a r s  ( R o b e r t s o n ,  1 9 8 9 ) .  O f f i c e  
e q u i p m e n t ,  s u p p l i e s ,  d u p l i c a t o r s ,  c o p i e r s ,  f u r n i s h i n g s ,  
c a r p e t s ,  d r a p e r i e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  t h e  m a j o r  s o u r c e s  
a n d  n i t r o x i d e  v a p o r s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a l o n g  w i t h  o t h e r  
g a s e s  ( R o b e r t s o n ,  1 9 8 9 ) .  N i t r o x i d e s  h a v e  a l s o  b e e n  
a s s o c i a t e d  w i t h  c o a l  f i r e s ,  k e r o s e n e  h e a t e r s ,  wood f i r e s ,  
a n d  g a s  s t o v e s  ( R o b e r t s o n  e t  a l .  1 9 8 9 ) .
W ith  r e s p e c t  t o  c i g a r e t t e  sm oke i n  i n d o o r  e n v i r o n m e n t s ,  
t h e  r e s e a r c h  i s  r e l a t i v e l y  new a n d  e f f o r t s  a r e  p r i m a r i l y  
d i r e c t e d  a t  i d e n t i f y i n g  m a r k e r s  t h a t  c a n  t h e n  b e  u s e d  t o  
e s t i m a t e  t h e  e x p o s u r e  o f  t h e  n o n - s m o k e r  t o  s i d e s t r e a m  sm oke  
i n  i n d o o r  e n v i r o n m e n t s .  A t  t h e  p r e s e n t ,  l o n g  t e r m  e s t i m a t e s  
c o n c e r n i n g  t h e  r i s k  a s s e s s m e n t  o f  d i s e a s e  a r e  b e i n g  m ade  i n
9a n  a t t e m p t  t o  a t t r a c t  r e s e a r c h e r s  t o  t h i s  v e r y  i n t e r e s t i n g  
a n d  r e l e v a n t  a r e a  o f  w o rk .
C h e m i s t r y
O nce  NO i s  r e l e a s e d  i n t o  t h e  a t m o s p h e r e ,  i t  i s  
c o n v e r t e d  t o  N0a b y  a  r a p i d  o x i d a t i o n  p r o c e s s  t h a t  i s  n o t  
c o m p l e t e l y  u n d e r s t o o d  (M orrow , 1 9 8 4 ) .  One o f  t h e  tw o  
f a v o r e d  e x p l a n a t i o n s  i n v o l v e s  t h e  r e a c t i o n  o f  NO w i t h  o x y g e n  
a t o m s .  T h e  s o u r c e  o f  o x y g e n  a to m s  i n  t h e  l o w e r  a t m o s p h e r e  
i s  t h e  p h o t o l y s i s  o f  N02; N02 + h v  -» NO +  0 ,  w h ic h  i s  a l s o  
t h e  i n i t i a t i n g  r e a c t i o n  f o r  a l m o s t  a l l  p h o t o c h e m i c a l  smog 
r e a c t i o n s  ( B e r r y  & L ehm an , 1 9 7 1 ) .  T h e  o t h e r  p r e d o m i n a n t  
p r o c e s s  i s  t h e  r e a c t i o n  o f  o z o n e  (0 2) w i t h  NO t o  g i v e  N02 +
02. T he  s o u r c e  o f  o z o n e  i s  b e l i e v e d  t o  b e  t h e  dow nw ard  
d i f f u s i o n  f ro m  t h e  s t r a t o s p h e r e  ( F i s h b e i n ,  1 9 7 6 ) .
T he  c o n v e r s i o n  o f  NO t o  N02 i n  u r b a n  a r e a s  ( w h e r e  i t  i s  
e s s e n t i a l l y  c o m p l e t e )  i s  v e r y  d i f f i c u l t  t o  e x p l a i n .  As 
r e v i e w e d  b y  B e r r y  & Lehm an ( 1 9 7 1 ) ,  t h e  a v a i l a b l e  a m o u n t  o f  
s t r a t o s p h e r i c a l l y  g e n e r a t e d  o z o n e  i s  a p p a r e n t l y  i n s u f f i c i e n t  
t o  a c c o u n t  f o r  t h e  l e v e l s  o f  N02 i n  u r b a n  a i r .  T h e  i n i t i a l  
a m o u n t  o f  N02 i s  b e l i e v e d  t o  b e  fo r m e d  i n  e x h a u s t  p i p e s  a n d  
f u r n a c e  s t a c k s  v i a  t h e  t h e r m a l  o x i d a t i o n  o f  NO w i t h  
m o l e c u l a r  o x y g e n  i n  a  t h e r m o l e c u l a r  p r o c e s s .  B e r r y  a n d  
Lehm an (1 9 7 1 )  s u m m a r iz e d  t h e  r e a c t i o n  o f  N02 i n  a  t y p i c a l  
u r b a n  a t m o s p h e r e  s u c h  t h a t  t h e  n e t  r e s u l t  i s  t h e  g r a d u a l  
c o n s u m p t i o n  o f  NO a n d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  o x y g e n  a to m s  t h a t  
c a n  t h e n  i n i t i a t e  t h e  r e a c t i o n s  o f  p h o t o c h e m i c a l  sm og . T h e
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n i t r o g e n  i s  d e p l e t e d  b y  t h e  r e a c t i o n  o f  N02 w i t h  h y d r o c a r b o n  
r a d i c a l s  p r o d u c e d  b y  c h a i n  r e a c t i o n s  i n i t i a t e d  b y  o x y g e n  
a t o m s .
i
T h e  c h e m i s t r y  o f  t h e  n i t r o g e n  o x i d e s  i s  s o m ew h a t  
c o m p l i c a t e d  a n d  a t  p r e s e n t  i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d .  F i g u r e  
1  sh o w s  som e o f  t h e  r e a c t i o n s  o f  t h e  e n v i r o n m e n t a l  n i t r o g e n  
o x i d e s  i n  t e r m s  o f  t h e i r  i n t e r c o n v e r s i o n s .
The T o x i c o l o g y  o f  N i t r o x i d e  F r e e - R a d i c a l s  
P r e s e n t  i n  t h e  G as P h a s e  o f  c i g a r e t t e  Smoke
T h e  g a s  p h a s e  f r e e ~ r a d i c a l s  t h a t  a r e  p r e s e n t  i n  
c i g a r e t t e  sm oke a r e  v e r y  u n s t a b l e  a n d  lo w  i n  c o n c e n t r a t i o n  
(C h u rc h  & P r y o r ,  1 9 8 4 ) .  T h e r e f o r e ,  a t t e m p t s  h a v e  b e e n  m ade 
t o  s t u d y  t h e s e  f r e e - r a d i c a l s  u s i n g  t h e  e l e c t r o n  s p i n  
r e s o n a n c e  (ESR) t e c h n i q u e  ( P r y o r  e t  a l .  1 9 7 6 ) .  T h e  
t e c h n i q u e  i n v o l v e s  " t r a p p i n g "  u n s t a b l e  r a d i c a l s  w i t h  a  
com pound  s u c h  a s  p h e n y l - t e r t - b u t y l  n i t r o n e  (PBN) t o  g i v e  a  
r a d i c a l  t h a t  i s  m o re  s t a b l e  t h a n  t h e  r a d i c a l  t h a t  w as 
t r a p p e d ,  a l l o w i n g  d e t e c t i o n .  I n i t i a l  a p p l i c a t i o n s  o f  t h i s  
t e c h n i q u e  by  Bluhm e t  a l .  (1 9 7 1 )  t o  c i g a r e t t e  sm oke  
s u g g e s t e d  t h a t  n i t r o x i d e  r a d i c a l s  may h a v e  b e e n  f o r m e d  b u t  
t h e  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  r a d i c a l s  t h a t  
w e r e  t r a p p e d  w as  s k e t c h y .
C h u rc h  a n d  P r y o r  (1 9 8 4 )  t e s t e d  a  v a r i e t y  o f  p r o t o c o l s  
f o r  s p i n  t r a p p i n g  t h e  g a s  p h a s e  r a d i c a l s  f r o m  c i g a r e t t e  
sm o k e .  T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e s e  s p i n  t r a p p i n g  s t u d i e s
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F i g u r e  1 .  I n t e r c o n v e r s i o n s  o f  NO,. T h i s  s c h e m a t i c  sh o w s  
som e o f  t h e  r e a c t i o n s  a n d  i n t e r c o n v e r s i o n s  o f  t h e  n i t r o g e n  
o x i d e s .  W here  e q u i l i b r i a  a r e  sh o w n , t h e  l e n g t h  o f  t h e  a r r o w  
a p p r o x i m a t e s  t h e  f a v o r e d  r e a c t i o n .  ( B a s e d  on  G u i d o t t i ,
1 9 7 8 )
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s u g g e s t e d  t h a t  a  v i n y l  n i t r o x i d e  f r e e - r a d i c a l  s p e c i e s  w as  
p r o d u c e d .
T h i s  w as  a  f i r s t  i n  t e r m s  o f  a p p l y i n g  t h i s  t y p e  o f  
m e t h o d o l o g y  t o  a n  e n v i r o n m e n t a l  p r o b l e m .  I n  t h i s  s t u d y  a  
sm oke  s t r e a m  w as  b u b b l e d  t h r o u g h  a  s o l u t i o n  o f  PBN i n  c a r b o n  
t e t r a c h l o r i d e ,  o r  b e n z e n e .  An u n u s u a l  f e a t u r e  o f  t h e  
t r a p p e d  ESR g a s  p h a s e  f r e e - r a d i c a l s  o b s e r v e d  i n  t h i s  s t u d y  
w as  t h a t  t h e y  h a d  a m a z i n g l y  l o n g  l i f e t i m e s  i n  t h e  g a s  p h a s e ,  
w h ic h  w as  i n c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  known c h e m i c a l  s t a b i l i t i e s  
o f  o x y g e n  a n d  c a r b o n  c e n t e r e d  r a d i c a l s  i n  c i g a r e t t e  sm oke  
( P r y o r  e t  a l .  1 9 7 6 ) .  T h e  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  s m a l l  
o r g a n i c  f r e e - r a d i c a l s  t h a t  w e r e  t r a p p e d  f r o m  t h e  g a s  p h a s e  
sm oke  c o u l d  n o t  b e  t h o s e  t h a t  w e r e  p r o d u c e d  d u r i n g  t h e  w e l l  
know n c o m b u s t i o n  p r o c e s s .  As r e v i e w e d  b y  C h u rc h  a n d  P r y o r  
( 1 9 8 4 ) ,  t h e  r a d i c a l s  fo r m e d  f r o m  t h e  c o m b u s t i o n  o f  t o b a c c o  
a r e  s h o r t  l i v e d  r a d i c a l s  t h a t  u n d e r g o  t e r m i n a t i o n  r e a c t i o n s  
w h i l e  f l o w i n g  down t h e  t o b a c c o  c o lu m n  i n  t h e  c i g a r e t t e ;  
t h e r e f o r e ,  t h e s e  r a d i c a l s  d o  n o t  r e a c h  t h e  s p i n  t r a p  
s o l u t i o n ,  w h ic h  w o u ld  i n d i c a t e  t h a t  t h e y  w o u ld  b e  i n c a p a b l e  
o f  r e a c h i n g  t h e  l u n g  o f  s m o k e r s  a l s o .
T h e s e  o b s e r v a t i o n s  l e d  t o  a  s t e a d y - s t a t e  h y p o t h e s i s  f o r  
r a d i c a l  f o r m a t i o n  i n  c i g a r e t t e  sm o k e ,  w h ic h  h o l d s  t h a t  
r a d i c a l s  a r e  c o n t i n u o u s l y  b e i n g  fo r m e d  a n d  d e s t r o y e d  a s  t h e  
r e s u l t  o f  g a s  p h a s e  r a d i c a l  r e a c t i o n s .  T h i s  s c e n a r i o  
i n v o l v e s  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  n i t r o x i d e s  w i t h  o t h e r  
c o n s t i t u e n t s  i n  sm o k e .  As m e n t i o n e d  e a r l i e r ,  f r e s h
c i g a r e t t e  sm oke  i s  known t o  c o n t a i n  v e r y  l i t t l e  i f  a n y  N02, 
i t  c o n t a i n s  p r i m a r i l y  n i t r i c  o x i d e  a s  t h e  p r i n c i p a l  
n i t r o x i d e .  T h e  NO l e v e l s  i n  sm oke  a r e  e x t r e m e l y  h i g h  
r e l a t i v e  t o  t h e  l e v e l s  i n  sm og , 3 0 0 - 5 0 0  ppm ( G u e r i n ,  1 9 8 0 ) .  
N i t r i c  o x i d e  i s  r e l a t i v e l y  u n r e a c t i v e  w i t h  m o s t  o r g a n i c  
s p e c i e s ,  b u t  i t  u n d e r g o e s  s lo w  o x i d a t i o n  t o  t h e  m uch m o re  
r e a c t i v e  N02 s p e c i e s .  W ith  t h e s e  f a c t s  a t  h a n d ,  C h u r c h  a n d  
P r y o r  f e l t  t h a t  n i t r o g e n  d i o x i d e  c o u l d  v e r y  p o s s i b l y  
u n d e r g o  f a c i l e  r e a c t i o n s  w i t h  many o f  t h e  s p e c i e s  i n  
c i g a r e t t e  sm o k e .  T he  com pound  i s o p r e n e  i s  a  r e a c t i v e  d i e n e  
t h a t  o c c u r s  i n  h i g h  l e v e l s  i n  c i g a r e t t e  sm oke  ( G u e r i n ,
1 9 8 0 ) ,  s o  i t  w as r e a c t e d  w i t h  NO a n d  t h i s  r e a c t i o n  m i x t u r e  
w as  show n  t o  g e n e r a t e  c a r b o n - c e n t e r e d  r a d i c a l s  ( C h u r c h  & 
P r y o r ,  1 9 8 5 )  a n d  w as  t h u s  r e c o g n i z e d  a s  a  s y n t h e t i c  m o d e l  o f  
c i g a r e t t e  sm o k e .
T h e  r e s u l t s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  s p i n  t r a p  a d d u c t s  
f o r m e d  f r o m  t h e  s y n t h e t i c  N O / i s o p r e n e / a i r  m i x t u r e  w e r e  
v i r t u a l l y  i d e n t i c a l  t o  t h e  a c t u a l  c i g a r e t t e  sm oke  s p i n  
a d d u c t s ,  w h ic h  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  m a j o r  s p i n  a d d u c t  i n  t h e  
s y n t h e t i c  m o d e l  (NO, i s o p r e n e ,  a i r )  w as  a n  a l k o x y l  r a d i c a l .  
T he  d a t a  f ro m  t h e  N O / i s o p r e n e / a i r  s y n t h e t i c  m o d e l  w as  v ie w e d  
a s  v e r y  e n c o u r a g i n g  a n d  e s t a b l i s h e d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a  
p a th w a y  i n v o l v i n g  a  r e a c t i v e  n i t r o x i d e  s p e c i e s  a n d  a  
r e a c t i v e  o r g a n i c  com pound  w h ic h  c o u l d  c o n t r i b u t e  t o  f r e e -  
r a d i c a l  p r o d u c t i o n  ( P r y o r  e t  a l .  1 9 8 4 ) .
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T h e  I n a c t i v a t i o n  o f  t h e  M a jo r  P r o t e a s e  I n h i b i t o r  
I n  H u m a n s _ b Y _ -C iq a re t te _ S m o k e _ E r .e e - :R a d lc a ls  
a , - P r o t e i n a s e  i n h i b i t o r  ( a , - P I )  a c c o u n t s  f o r  
a p p r o x i m a t e l y  90% o f  t h e  e l a s t i n o l y t i c  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  
i n  t h e  b r o n c h o a l v e o l a r  l a v a g e  f l u i d  o f  n o r m a l  i n d i v i d u a l s  
( S n i d e r ,  1 9 8 1 ) .  T h e  c l a s s i c  r e p o r t  b y  L a u r e l l  a n d  E r i k k s o n  
(1 9 6 3 )  f o u n d  t h a t  i n d i v i d u a l s  w i t h  a  g e n e t i c  d e f i c i e n c y  o f  
a , - P I  w e r e  p r e d i s p o s e d  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  em p h y sem a . 
T h e s e  f i n d i n g s  l e d  t o  t h e  p r o t e a s e - p r o t e a s e  i n h i b i t o r  
b a l a n c e  t h e o r y  w h e r e b y  l u n g  c o n n e c t i v e  t i s s u e  c o m p o n e n t s  
s u c h  a s  a l v e o l a r  e l a s t i n ,  w h ic h  a r e  n o r m a l l y  p r o t e c t e d  f r o m  
e l a s t o l y t i c  p r o t e i n a s e s ,  s u c h  a s  n e u t r o p h i l  e l a s t a s e ,  a r e  
a t t a c k e d  b y  e l a s t a s e s  d u e  t o  a n  o v e r p r o d u c t i o n  o f  t h e s e  
e n z y m e s  o r  a  f a i l u r e  i n  t h e  i n h i b i t o r s .  A m e c h a n is m  f o r  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  p u lm o n a r y  em physem a w as  s u g g e s t e d  w h e r e i n  a , -  
P I  t h e  m a j o r  r e g u l a t o r  o f  n e u t r o p h i l  e l a s t a s e  i n  t h e  l o w e r  
r e s p i r a t o r y  t r a c t  w as  i n a c t i v a t e d  b y  o x i d a n t s ,  r e s u l t i n g  i n  
a  l u n g - l o c a l i z e d  d e f i c i e n c y  o f  a c t i v e  oe, - P I  ( J a n o f f  e t  a l .
1 9 8 7 ) .  T h i s  f i n d i n g  w as  c r i t i c a l l y  i m p o r t a n t  i n  t e r m s  o f  
u n d e r s t a n d i n g  t h e  p a t h o l o g y  o f  em ph y sem a , s i n c e  t h e  g e n e t i c  
d e f i c i e n c y  a c c o u n t s  f o r  o n l y  1% o f  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  f r o m  
c h r o n i c  o b s t r u c t i v e  p u lm o n a r y  l u n g  d i s e a s e s  ( S n i d e r ,  1 9 8 1 ) .  
C o n v e r s e l y ,  c i g a r e t t e  s m o k in g  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  m a j o r  
r i s k  f a c t o r  i n  t h e  g r e a t e r  m a j o r i t y  o f  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  
f r o m  em physem a (A u e r b a c h  e t  a l .  1 9 7 2 ) .
C i g a r e t t e  sm o k in g  h a s  b e e n  show n t o  d e c r e a s e  t h e  
e l a s t a s e  i n h i b i t o r y  c a p a c i t y  (E IC ) o f  p u lm o n a r y  l a v a g e  
f l u i d s  i n  hum ans  (C a rp  e t  a l .  1 9 8 2 ;  G a d ek  e t  a l .  1 9 7 9 )  a n d  
i n  t h e  s e r u m  o f  r a t s  ( J a n o f f  e t  a l .  1 9 7 9 )*  T h e  l o s s  o f  EIC 
h a s  b e e n  show n n o t  t o  r e s u l t  f r o m  d e c r e a s e d  l e v e l s  o f  a j - P I  
b u t  r a t h e r  f r o m  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  i n a c t i v e  f o r m  o f  t h e  
i n h i b i t o r  w h ic h  c o n t a i n s  o x i d i z e d  m e t h i o n i n e  r e s i d u e s  ( C a r p  
e t  a l .  1 9 8 2 ) .  One m e t h i o n i n e  r e s i d u e  i n  a , - P I  i s  a t  t h e  
a c t i v e  s i t e  a n d  i t  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  e l a s t a s e  b i n d i n g  
a b i l i t y  o f  t h e  p r o t e i n  ( J o h n s o n  & T r a v i s ,  1 9 7 8 ) .
T h e  r o l e  o f  c i g a r e t t e  sm oke  i n  m e d i a t i n g  t h e  o x i d a t i o n  
o f  a j - P I  i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d .  F i g u r e  2 sh o w s  p l a u s i b l e  
p a t h w a y s  b y  w h ic h  t h i s  o x i d a t i o n  c o u l d  o c c u r  a n d  a l s o  s h o w s ,  
m o re  g e n e r a l l y ,  p o t e n t i a l  p a t h w a y s  b y  w h ic h  o x i d a n t  d am ag e  
c o u l d  o c c u r  t o  o t h e r  p h y s i o l o g i c a l  t a r g e t  m o l e c u l e s .
C i g a r e t t e  sm oke i s  r e g a r d e d  a s  a  c o m p le x  c h e m i c a l  
s y s t e m ,  a n d  t h e r e  a r e  s e v e r a l  p a t h w a y s  f o r  t h e  many r e a c t i v e  
s p e c i e s  t o  i n t e r a c t  w i t h  o n e  a n o t h e r  a n d  w i t h  b i o p o l y m e r s  i n  
a  s m o k e r ' s  l u n g  ( P r y o r  e t  a l .  1 9 8 2 ) .  E v i d e n c e  i s  m o u n t i n g  
w h ic h  s u g g e s t  t h a t  f r e e - r a d i c a l  p r o c e s s e s  may p l a y  a  
s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  c i g a r e t t e  sm oke  t o x i c o l o g y .  R e a c t i o n  a  
( H o c k in g  e t  a l .  1 9 7 9 )  sh o w s  t h a t  p u lm o n a r y  a l v e o l a r  
m a c r o p h a g e s  a r e  a c t i v a t e d  b y  c o m p o n e n t s  o f  c i g a r e t t e  sm o k e ;  
t h i s  p r o c e s s  p r o d u c e s  s u p e r o x i d e  i o n  a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  
a n d  t h e s e  r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  c a n  d i r e c t l y  c a u s e  
b i o l o g i c a l  d a m a g e .  T he  s c h e m a t i c  a l s o  sh o w s  n i t r i c  o x i d e
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F i g u r e  2 .  P o s s i b l e  P h y s i o l o g i c a l  C o n s e q u e n c e s  o f  t h e  
N i t r o x i d e  F r e e - R a d i c a l  C o m p o n e n ts  o f  C i g a r e t t e  Sm oke.
(NO) a n d  v a r i o u s  o r g a n i c  m o l e c u l e s  ( s u c h  a s  i s o p r e n e )  t h a t  
a r e  p r o d u c e d  i n  t h e  sm oke s t r e a m  i n  r e a c t i o n  b  ( C h u r c h  & 
P r y o r ,  1 9 8 4 ) .  N i t r i c  o x i d e  i s  v e r y  u n r e a c t i v e ,  b u t  i t  
u n d e r g o e s  o x i d a t i o n  t o  fo rm  n i t r o g e n  d i o x i d e  ( r e a c t i o n  c ) . 
N0Z c a n  r e a c t  w i t h  h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( r e a c t i o n  d )  t o  p r o d u c e  
a  s p e c i e s  t h a t  h a s  b e e n  show n t o  i n a c t i v a t e  a ,~ F I  ( D o o le y  & 
P r y o r ,  1 9 8 2 ) .  T h e s e  s p e c i e s  a r e  t h o u g h t  t o  i n c l u d e  
s u p e r o x i d e  a n d  h y d r o x y l  r a d i c a l s  b a s e d  o n  t h e  p r o t e c t i o n  
t h a t  w as  o b s e r v e d  w i t h  f r e e - r a d i c a l  s c a v e n g e r s .  A l s o ,  N02 
c o u l d  r e a c t  w i t h  o t h e r  g a s e o u s  c o m p o n e n t s  o f  c i g a r e t t e  sm oke 
( i s o p r e n e )  t o  fo r m  a l k y l  r a d i c a l s  ( r e a c t i o n  h ) , w h ic h  c a n  
p e r o x i d i z e  ( r e a c t i o n  i ) , a n d  u n d e r g o  d e o x y g e n a t i o n  w i t h  NO 
o r  N0Z t o  fo rm  a l k o x y l  r a d i c a l s  ( r e a c t i o n  j ) .  A l k o x y l  
r a d i c a l s  a r e  known t o  b e  e x t r e m e l y  r e a c t i v e  a n d  t h e y  a r e  
t h o u g h t  t o  c a u s e  dam ag e  t o  t h e  l u n g  ( r e a c t i o n  k ) . A l s o  NO 
a n d  N02 ( r e a c t i o n  f )  (C h u r c h  & P r y o r ,  1 984)  o x i d i z e  t h i o l s  
t o  d i s u l f i d e s ,  w h ic h  c o u l d  o x i d i z e  g l u t a t h i o n e  i n  t h e  l u n g ,  
w h ic h  w o u ld  a l t e r  t h e  t h i o l / d i s u l f i d e  r e d o x  b a l a n c e ,  c a u s i n g  
e x t r a - p u l m o n a r y  c h a n g e s  i n  b l o o d  c h e m i s t r y  ( r e a c t i o n  g ) . 
R e a c t i o n  e  i s  t h e  p r i m a r y  f o c u s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  a n d  
i n v o l v e s  a  d i r e c t  o x i d a t i v e  e f f e c t  o f  N02 on  e l a s t i n ,  a n d  
o t h e r  p r o t e i n s ,  s u c h  a s  t h e  s e r u m  a l b u m i n s .
N i t r o x l d e s  a n d  Emphysema 
T he  m o u n t in g  e v i d e n c e  w h ic h  s u p p o r t s  a  c a u s a l  r o l e  f o r  
o x i d a n t s  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  em physem a i s  b a s e d  o n  
e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t i n g  t h a t :  ( l )  o x i d a n t s  a r e  c a p a b l e  o f
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d e g r a d i n g  c o n n e c t i v e  t i s s u e  j j i  v i t r o  ( V e m k a ta s u b r a m a n ia n  & 
J o s e p h ,  1 9 8 3 ) ,  (2 )  l u n g  c o n n e c t i v e  t i s s u e  i s  d e g r a d e d  i n  
a n i m a l s  e x p o s e d  t o  o x i d a n t s  ( K l e i r n e r m a n ,  1 9 7 9 ) ,  a n d  (3 ) 
a n i m a l s  e x p o s e d  t o  o x i d a n t  g a s e s  d e v e l o p  a n  e m p h y s e m a - l i k e  
l e s i o n  s e v e r a l  w e e k s  a f t e r  e x p o s u r e  ( R i l e y  & K e r r ,  1 9 8 5 ) .
E l a s t i n  a n d  t h e  C o n n e c t i v e  T i s s u e  C o m p o n e n ts  o f  t h e  L ung  
T he  a l v e o l a r  c a p i l l a r y  m em brane  r e p r e s e n t s  t h e  l a r g e s t  
b u l k  o f  t h e  l u n g  p a re n c h y m a  ( m a t r i x )  a n d  i t  c o n t a i n s  t h e  
m a j o r  c o m p o n e n t s  i n  t h e  p e r i c a p i l l a r y  s t r u c t u r e  ( T u r i n o ,  
1 9 8 5 ) .  T h e  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t s  o f  t h e  i n t e r c e l l u l a r  
s u b s t a n c e  o f  t h e  l u n g  a r e  c o l l a g e n ,  w h ic h  c o n s t i t u t e s  60-70%  
o f  t h e  i n t e r s t i t i u m  (H a n c e  & C r y s t a l ,  1 9 7 6 ) ;  e l a s t i n ,  25-30%  
( C h r z a n o w s k i  e t  a l .  1 9 8 0 ) ;  g l y c o s a m i n o g l y c a n s ,  l e s s  t h a n  1% 
(S ch m id  e t  a l .  1 9 8 2 ) ;  a n d  f i b r o n e c t i n ,  0 .5%  ( B r a y ,  1 9 7 8 ) .
E l a s t i n  i s  f o u n d  d e p o s i t e d  i n  a l m o s t  a l l  o r g a n s  o f  t h e  
b o d y ,  b u t  i s  p r e s e n t  i n  g r e a t e r  p r o p o r t i o n s  i n  t h e  l u n g ,  
b l o o d  v e s s e l s ,  a n d  s k i n  ( T u r i n o ,  1985) w h e r e  i t  i s  t h e  
f u n c t i o n a l  p r o t e i n  c o m p o n e n t  o f  t h e  e l a s t i c  f i b e r .
T he  m a t r i x  o f  t h e  l u n g  s e r v e s  n o t  o n l y  a s  a  f r a m e w o r k  
f o r  c e l l  g r o w t h  a n d  o r i e n t a t i o n  b u t  i t  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  
m e c h a n i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  l u n g  p a r e n c h y m a  i t s e l f ,  
a n d  t h e r e f o r e  h a s  b e e n  r e c o g n i z e d  a s  a n  i m p o r t a n t  s t r u c t u r a l  
e l e m e n t  i n  t h e  p r e s s u r e - v o l u m e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  w h o le  
l u n g  ( C h r z a n o w s k i  e t  a l .  1 9 8 0 ) .  When i t  w as  show n 
e x p e r i m e n t a l l y  t h a t  a l t e r i n g  c e r t a i n  s t r u c t u r a l  e l e m e n t s  i n  
t h e  m a t r i x  a t  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l  c o u l d  a l t e r  t h e  e n t i r e
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p r e s s u r e - v o l u m e  b e h a v i o r  o f  t h e  l u n g  ( J o h a n s o n  & P i e r c e ,
1 9 7 2 ) ,  a  new l i g h t  w as  c a s t  on  t h i s  a r e a  o f  r e s e a r c h .  One 
enzym e ( a n  e l a s t a s e ) , w h ic h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  r e c o g n i z e d  
a s  a  p a n c r e a t i c  c o n s t i t u e n t  ( B a lo  & B a n g a ,  1 9 4 9 ) ,  w as  show n 
t o  d i s t u r b  t h e  r e c o i l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  l u n g .  By t h e  
p r e d o m i n a n t  d e g r a d a t i o n  o f  e l a s t i n  i n  t h e  l u n g  p a r e n c h y m a  a s  
o p p o s e d  t o  c o l l a g e n  o r  g l y c o s a m i n o g l y c a n s ,  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  s t r e t c h  o f  t i s s u e  w as  o b s e r v e d  a s  w e l l  a s  l o s s  o f  
e l a s t i c  s u p p o r t  f o r  a i r w a y  p a t e n c y  i n  i n s p i r a t i o n  a n d  
e x p i r a t i o n  ( T u r i n o ,  1 9 8 5 ) .  O t h e r  p r o t e a s e s ,  s u c h  a s  
c o l l a g e n a s e s  ( J o h a n s o n  & F i e r c e ,  1 9 7 2 ;  S n i d e r  e t  a l .  1 9 7 7 )  
a n d  h y a l u r o n i d a s e s  ( T u r i n o  e t  a l .  1 9 6 8 ) ,  d i d  n o t  d i s p l a y  
t h i s  c h a r a c t e r i s t i c  a c t i o n .  T h e s e  s t u d i e s  s e r v e d  a s  a .  
b i o l o g i c a l  c o n f i r m a t i o n  t o  c o n c e p t s  t h a t  w e r e  f i r s t  
p r e s e n t e d  i n  t h e  m i d - f i f t i e s  ( S e t n i k a r ,  1 9 5 5 )  a n d  p r o v i d e d  
i n s i g h t s  i n t o  t h e  g e n e r a l i z e d  s t r u c t u r a l  i m p o r t a n c e  o f  
v a r i o u s  m a t r i x  c o m p o n e n t s .  A t t e n t i o n  w as  a l s o  g i v e n  t o  t h e  
f a c t  t h a t  t h e s e  c o m p o n e n t s  w e re  a l s o  v u l n e r a b l e  t o  
p r o t e o l y t i c  e n zy m e s  i n  t h e  i n  v i v o  e n v i r o n m e n t ,  s u c h  a s  t h e  
e l a s t a s e s  f r o m  n e u t r o p h i l s  ( J a n o f f  & S c h e r e r ,  1 9 6 8 )  a n d  
m a c r o p h a g e s  ( R o d r i g u e z  e t  a l .  1 9 7 7 ) ,  w h ic h  a r e  c a p a b l e  o f  
d e g r a d i n g  e l a s t i n .  T h e  e l a s t a s e s  w e r e  t h o u g h t  t o  b e  t h e  
p r i m a r y  m e d i a t o r s  o f  m a t r i x  i n j u r y  when i t  w as  sho w n  t h a t  
t h e y  c o u l d  p r o d u c e  e m p h y s e m a - l i k e  l e s i o n s  i n  r a t s  (B la c k w o o d  
e t  a l .  1 9 7 3 ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  d i s c o v e r y  
o f  t h e  r e l a t i o n s h i p s  o f  a t- P l  g e n e t i c  d e f i c i e n c y  a n d
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em physem a b y  L a u r e l l  a n d  E r i c k s s o n  ( 1 9 6 3 ) /  l e d  t o  t h e  
s t r e n g t h e n i n g  o f  t h e  p r o t e a s e - p r o t e a s e  i n h i b i t o r  i m b a l a n c e  
h y p o t h e s i s .
D e g r a d a t i o n  o f  C o n n e c t i ve . T i s s u e _ C o m p o n e n t s _ b v „ O x i d a n t s
i n - v i t r o
O x i d a n t s  ( a n y  s p e c i e s  w i t h  a n  u n p a i r e d  e l e c t r o n  i n  i t s  
o u t e r  o r b i t )  h a v e  b e e n  show n t o  b e  c a p a b l e  o f  n o n -  
e n z y m a t i c a l l y  d e g r a d i n g  c o m p o n e n t s  o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e  i n  
v i t r o  ( R i l e y  & K e r r ,  1 9 8 S ) . S e v e r a l  i n  v i t r o  s t u d i e s  i n  
r e c e n t  y e a r s  h a v e  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  
i n t e r a c t i o n  o f  r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  a n d  c o n n e c t i v e  t i s s u e  
c o m p o n e n t s .  C o l l a g e n  i n  s o l u t i o n  w as  d e g r a d e d  b y  f r e e -  
r a d i c a l s ,  a s  e v i d e n c e d  b y  i t s  f a i l u r e  t o  g e l  n o r m a l l y  a t  
37°C ( G r e e n w a ld  & Moy, 1 9 7 9 ) .  S o l u b l e  c o l l a g e n  m o l e c u l e s  
a r e  c l e a v e d  i n t o  s m a l l  p e p t i d e s  w hen i n c u b a t e d  w i t h  a  s y s t e m  
p r o d u c i n g  s u p e r o x i d e  a n i o n s  (M o n b o is s e  e t  a l .  1 9 8 3 )  o r  
h y d r o x y l  r a d i c a l s  p r o d u c e d  b y  F e n t o n ' s  r e a g e n t  (w h ic h  i s  
e s s e n t i a l l y  h y d r o g e n  p e r o x i d e  t h a t  i s  c a t a l y t i c a l l y  
d e c o m p o s e d  b y  t r a n s i t i o n  m e t a l s  s u c h  a s  F eJ+ t o  p r o d u c e  
h y d r o x y l  r a d i c a l s )  (Durham & B r o c k ,  1 9 8 6 ) .  O zone  a l s o  
d e g r a d e s  s o l u b l e  c o l l a g e n ,  a n d  t h i s  r e a c t i o n  i s  i n h i b i t e d  b y  
f r e e - r a d i c a l  s c a v e n g e r s  ( C u r r a n  e t  a l .  1 9 8 4 ) .  I n t e r m i t t e n t  
e x p o s u r e  o f  c o l l a g e n  t o  o x i d a n t s  e n h a n c e d  i t s  s u s c e p t i b i l i t y  
t o  d e g r a d a t i o n  by  p r o t e a s e s  ( C u r r a n  e t  a l .  1 9 8 4 ) .  H y d ro g e n  
p e r o x i d e  p r e t r e a t m e n t  o f  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  o f  
g l o m e r u l a r  b a s e m e n t  m em brane  g l y c o p r o t e i n ,  a n d  f i b r o n e c t i n ,
i n c r e a s e s  t h e i r  s u s c e p t i b i l i t y  t o  p r o t e o l y s i s  b y  s e v e r a l  
p u r i f i e d  e n z y m e s  ( F l i g i e l  e t  a l .  1 9 8 4 ;  V a r t i o ,  1 9 8 9 ) .  T h e  
i n  v i v o  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  s t u d i e s ,  i n  t e r m s  o f  how t h e s e  
f o r m s  o f  i n j u r y  m i g h t  r e l a t e  t o  hum an d i s e a s e ,  i s  u n c l e a r  
b e c a u s e  t h e  o v e r a l l  c h a l l e n g e  o f  f r e e - r a d i c a l  e x p o s u r e  i n  
v i t r o  w as  m o re  l i k e l y  g r e a t e r  t h a n  t h e  c h a l l e n g e  i n  v i v o . 
H o w e v e r ,  t h e s e  s t u d i e s  d o  s u p p o r t  t h e  c o n t e n t i o n  t h a t  
c o n n e c t i v e  t i s s u e  c o m p o n e n t s  may b e  d e g r a d e d  i n  v i v o , 
p r o v i d e d  a  s u f f i c i e n t l y  h i g h  l e v e l  o f  f r e e - r a d i c a l  o x i d a n t s  
r e a c h e d  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  t i s s u e s  ( R i l e y  & K e r r ,
1 9 8 5 ) .
D e s t r u c t i o n  o f  L u n a  C o n n e c t i v e  T i s s u e  i n  v i v o  b v  O x i d a n t s
P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  l u n g  c o n n e c t i v e  
t i s s u e  i s  d e g r a d e d  i n  a n i m a l s  t h a t  h a v e  b e e n  e x p o s e d  t o  
o x i d a n t  g a s e s  ( K l e i n e r m a n ,  1 9 7 9 ) .  T h e  m a j o r i t y  o f  t h e s e  
s t u d i e s  h a v e  f o c u s e d  on  c o l l a g e n  d e g r a d a t i o n  r a t h e r  t h a n  
e l a s t i n  d e g r a d a t i o n .  T h i s  s e e m s  i r o n i c  s i n c e  t h e  h a l l m a r k  
o f  em physem a i s  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  e l a s t i n .
H a m s t e r s  e x p o s e d  t o  30 ppm N02 f o r  10 d a y s  h a v e  
d e c r e a s e d  c o l l a g e n  a n d  e l a s t i n  c o n t e n t s  i n  t h e i r  l u n g s  
( K l e i n e r m a n  & C o w d rey , 1 9 6 8 ) .  L ung  c o l l a g e n  i s  r e d u c e d  i n  
g u i n e a  p i g s  e x p o s e d  t o  2 mg/m3 N03 f o r  6 m o n th s  (D ro z d z  e t  
a l .  1 9 7 7 ) .  B a s e d  on  t u r n o v e r  s t u d i e s  a f t e r  i n t e r m i t t e n t  
e x p o s u r e s  w i t h  0 3 (R ichm ond  & D 'A o u s t ,  1 9 7 6 ) ,  i t  s e e m s  t h a t  
a  s u s t a i n e d  e x p o s u r e  t o  o x i d a n t  g a s e s  i s  n e c e s s a r y  t o  c a u s e  
l u n g  c o l l a g e n  a n d  e l a s t i n  d e g r a d a t i o n .  M o d e ls  i n v o l v i n g  t h e
i n t r a t r a c h e a l  i n s t i l l a t i o n  o f  en zy m e  s y s t e m s  w h i c h  g e n e r a t e  
r e a c t i v e  o x y g e n  s p e c i e s  t r a n s i e n t l y  d e c r e a s e  l u n g  c o l l a g e n  
c o n t e n t  3 d a y s  a f t e r  e x p o s u r e  (P h a n  e t  a l *  1 9 8 2 } .  I n  a  
s i m i l a r  s t u d y ,  d i m i n i s h e d  s t a i n i n g  f o r  c o n n e c t i v e  t i s s u e  
c o m p o n e n t s  i n  a l v e o l a r  w a l l s  w as  n o t e d  3 d a y s  f o l l o w i n g  
i n t r a t r a c h e a l  i n s t i l l a t i o n  o f  t h e  enzym e s y s t e m  (S a n d b lo o m  
e t  a l .  1 9 8 2 ) .  H y d r o x y p r o l i n e  i s  a n  a m in o  a c i d  m a r k e r  f o r  
l u n g  c o l l a g e n  d e g r a d a t i o n  a n d  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  t h i s  
m a r k e r  a r e  f o u n d  i n  t h e  l u n g  l a v a g e  o f  r a t s  e x p o s e d  t o  
h y p e r o x i a  ( R i l e y  e t  a l .  1 9 8 3 ) .  T h e  o v e r a l l  m e c h a n is m  o f  
d e s t r u c t i o n  o f  l u n g  c o n n e c t i v e  t i s s u e  d u r i n g  a c u t e  o x i d a n t  
l u n g  i n j u r y  i s  u n k n o w n ; h o w e v e r ,  p r o t e o l y s i s  i s  t h o u g h t  t o  
b e  i n v o l v e d .  A t  p r e s e n t  i t  r e m a i n s  u n c l e a r  a s  t o  w h e t h e r  
d i r e c t  d am ag e  t o  c o n n e c t i v e  t i s s u e  b y  o x i d a n t s  o c c u r s  i n  
v i v o .
E x p o s u r e  t o  N i t r o x i d e s  P r o d u c e s  E m p h y se m a -L ik e  
L e s i o n s  i n  A n im a ls  
As w i t h  m o s t  t o x i c o l o g i c a l  s t u d i e s  (M orrow , 1 9 8 4 ) ,  
a n i m a l  e x p o s u r e s  t o  N02 h a v e  l e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
a n i m a l  m o d e l s  f o r  em physem a (F re e m a n  e t  a l .  1 9 6 8 ) .  
L a b o r a t o r y  a n i m a l s ,  s u c h  a s  m o n k ey s  ( E h r l i c h  & F e n t e r s ,
1 9 7 3 ) ,  d o g s  (L e w is  e t  a l .  1 9 7 3 ) ,  r a b b i t s  (H aydon  e t  a l .  
1 9 6 3 ) ,  g u i n e a  p i g s  (D ro z d z  e t  a l .  1 9 7 7 ;  G r o s s  e t  a l .  1 9 6 8 ) ,  
a n d  r a t s  (F re e m a n  e t  a l .  1 9 6 8 ;  F re e m a n  & H a y d e n ,  1 9 6 4 ;  
F re e m a n  e t  a l .  1969) h a v e  b e e n  e x p o s e d  t o  o x i d a n t s ,  s u c h  a s  
NOj, o v e r  a  p e r i o d  o f  t i m e  u n t i l  d i s t i n c t  m o r p h o l o g i c a l ,
f o c a l  s i g n s  o f  em physem a r e s u l t e d .  T h i s  c o n d i t i o n  i n  
l a b o r a t o r y  a n i m a l s  i s  known a s  NOj i n d u c e d  " e x p e r i m e n t a l  
em physem a" (G la s g o w  e t  a l .  1 9 8 7 )  a n d  i s  c h a r a c t e r i z e d  by  
p e r m a n e n t  e n l a r g e m e n t  o f  t h e  a l v e o l a r  a i r s p a c e s  a n d  
d e s t r u c t i o n  o f  t h e  e l a s t i n - r i c h  a l v e o l i  ( S n i d e r  e t  a l .
1 9 8 5 ) ,  w h ic h  o c c u r s  a f t e r  a  l a t e n t  p e r i o d  o f  e x p o s u r e  t o  N02 
(G la s g o w  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  T h i s  N02 i n d u c e d  l e s i o n  r e s e m b l e s  
t h e  e a r l y  c e n t r i l o b u l a r  e m p h y s e m a - l i k e  l e s i o n  i n  h u m a n s .  
C e n t r i l o b u l a r  em physem a i n  hum ans  i s  p r i m a r i l y  a s s o c i a t e d  
w i t h  c i g a r e t t e  s m o k in g ,  w h e r e  t h e  a l v e o l i  a d j a c e n t  t o  
r e s p i r a t o r y  b r o n c h i o l e s  a r e  s e l e c t i v e l y  d e s t r o y e d ,  b u t  t h e  
m o re  d i s t a l  a l v e o l a r  t i s s u e  i s  s p a r e d  (E v a n s  e t  a l .  1 9 8 9 ) .
I n  c o n t r a s t ,  o t h e r  a n i m a l  m o d e l s  o f  t h e  d i s e a s e  h a v e  
b e e n  d e v e l o p e d  b y  i n t r a t r a c h e a l  i n s t i l l a t i o n  o f  p o r c i n e  
p a n c r e a t i c  e l a s t a s e .  E l a s t a s e - i n d u c e d  em physem a i s  
h i s t o l o g i c a l l y  s i m i l a r  t o  hum an p a n l o b u l a r  em physem a ( K a p la n  
e t  a l .  1 9 7 3 ) .  P a n l o b u l a r  em physem a i s  c h a r a c t e r i z e d  
h i s t o l o g i c a l l y  b y  t h e  d e s t r u c t i o n  o f  a l l  c o m p o n e n t s  o f  t h e  
a c i n u s .  E a r l y  o n s e t ,  f a m i l i a l  em physem a o c c u r s  i n  
i n d i v i d u a l s  w i t h  a  g e n e t i c  d e f i c i e n c y  o f  a l p h a - l - p r o t e i n a s e  
i n h i b i t o r ,  t h e s e  i n d i v i d u a l s  d e v e l o p  p a n l o b u l a r  em physem a 
r a t h e r  t h a n  c e n t r i l o b u l a r  em physem a ( E v a n s  e t  a l .  1 9 8 9 ) .
NOj i n d u c e d  e x p e r i m e n t a l  em physem a d i f f e r s  f r o m  e l a s t a s e  
i n d u c e d  em physem a i n  t h a t  t h e  N02 i n d u c e d  l e s i o n  d e v e l o p s  
a f t e r  a  l a t e n t  p e r i o d  o f  e x p o s u r e  a n d  d o e s  n o t  p r o g r e s s i v e l y  
w o r s e n  w i t h  t i m e ,  w h e r e  a s  t h e  i n t r a t r a c h e a l  e l a s t a s e
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i n d u c e d  l e s i o n  d e v e l o p s  r a p i d l y  a n d  i s  v e r y  p r o g r e s s i v e  i n  
i t s  p a t h o l o g y  (G la sg o w  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  
s u g g e s t  t h a t  t h e  tw o  m o d e l s  o f  e x p e r i m e n t a l  em physem a a r e  
m e c h a n i s t i c a l l y  d i f f e r e n t .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  i n  v i v o  
s t u d i e s  o f  G la sg o w  a n d  c o l l e a g u e s  l e d  th e m  t o  c o n c l u d e  t h a t  
t h e  N02 i n d u c e d  l e s i o n  may m o re  c l o s e l y  m im ic  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  human em physem a i n  s m o k e r s .
O v e rv ie w
B a s e d  on  t h e  o x i d a t i o n  r e d u c t i o n  p o t e n t i a l  o f  no2 i n  
n e u t r a l  a q u e o u s  s o l u t i o n s ,  i t  h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  t h a t  N02 
w i l l  e x h i b i t  a  h i g h  d e g r e e  o f  s e l e c t i v i t y  o f  r e a c t i o n  w i t h  
t h e  m o l e c u l a r  c o n s t i t u e n t s  o f  l i v i n g  c e l l s  ( P r u t z  e t  a l .  
1 9 8 5 ) .  I n  a  p r e v i o u s  s t u d y ,  N02 g e n e r a t e d  b y  gamma 
r a d i o l y s i s  o f  a q u e o u s  N02*/N0j‘ s o l u t i o n s  w as  f o u n d  t o  o x i d i z e  
t y r o s i n e  r e s i d u e s  t o  b i p h e n o l i c  d i m e r s  a c c o m p a n i e d  b y  t h e  
f o r m a t i o n  o f  n i t r o t y r o s i n e  ( P r u t z  e t  a l .  1 9 8 4 ) .  S u b s e q u e n t  
s t u d i e s  b y  P r u t z  a n d  c o l l e a g u e s  a p p l y i n g  p u l s e  r a d i o l y s i s  
t e c h n i q u e s  d e m o n s t r a t e d  s e l e c t i v e  t y r o s i n e  m o d i f i c a t i o n  b y  
N02 i n  t h r e e  p r o t e i n s  a n d  a  p e p t i d e  ( P r u t z  e t  a l .  1 9 8 5 ) .
Due t o  t h e  l a r g e  s u r f a c e  a r e a  o f  t h e  l u n g  a n d  i t s  r o l e  
i n  g a s  e x c h a n g e ,  t h i s  o r g a n  i s  t h e  b o d y ' s  g r e a t e s t  p o i n t  o f  
e x p o s u r e  t o  v o l a t i l e  a i r  p o l l u t a n t s .  A l t h o u g h  N02 c a n  r e a c t  
w i t h  o t h e r  s p e c i e s  i n  c i g a r e t t e  sm oke  (C h u r c h  & P r y o r ,  1 9 8 5 )  
a n d  p o t e n t i a l l y  w i t h  b i o p o l y m e r s  i n  t h e  s m o k e r ' s  l u n g  ( P r y o r  
e t  a l .  1 9 8 2 ) ,  l i t t l e  k n o w le d g e  e x i s t s  c o n c e r n i n g  t h e  
p o s s i b l e  r e a c t i o n  o f  N02 w i t h  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  s u c h  a s
c o l l a g e n  a n d  e l a s t i n  (M orrow , 1 9 8 4 ) .  B e c a u s e  em physem a i s  
g e n e r a l l y  t h o u g h t  t o  r e s u l t  f r o m  a n  i m b a l a n c e  i n  t h e  
p r o t e i n a s e / p r o t e i n a s e  i n h i b i t o r  s y s t e m  ( T h u r l b e c k ,  1 9 8 4 ) ,  
l i t t l e  a t t e n t i o n  h a s  b e e n  p a i d  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  
a g e n t s  s u c h  a s  N02 may a l t e r  t h e  s t r u c t u r e  o f  e l a s t i n ,  
r e s u l t i n g  i n  d i r e c t  dam age  o r  i t s  i n c r e a s e d  s u s c e p t i b i l i t y  
t o  p r o t e o l y s i s .  A l s o ,  N02 may dam age  o t h e r  p r o t e i n s ,  s u c h  
a s  a , - P I ,  t h a t  p r o t e c t  t h e  l u n g  o r  p l a y  v i t a l  r o l e s  i n  i t s  
f u n c t i o n .  I n  s u p p o r t  o f  t h e  d i r e c t  e f f e c t s  o f  o x i d a n t s ,  
s u c h  a s  N02, on  t h e  i n t e g r i t y  o f  e l a s t i n  a r e  r e p o r t s  t h a t  
o t h e r  o x i d a n t s  a n d  f r e e - r a d i c a l s  c a n  c a u s e  c l e a v a g e  o f  
p e p t i d e  b o n d s  i n  c o n n e c t i v e  t i s s u e  p r o t e i n s  i n c l u d i n g  
f i b r o n e c t i n  a n d  c o l l a g e n  ( V a r t i o ,  1 9 8 9 ;  C u r r a n  e t  a l .  1 9 8 4 ) .  
A d d i t i o n a l l y ,  o z o n e  e x p o s u r e  o f  c o l l a g e n  w as  show n  t o  
i n c r e a s e  i t s  s u s c e p t i b i l i t y  t o  p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  
( C u r r a n  e t  a l .  1 9 8 4 ) .  To b e t t e r  u n d e r s t a n d  t h e  p o s s i b l e  
e f f e c t s  o f  N02 o n  t h e  s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  a t- P I  a n d  
e l a s t i n  i n  p a r t i c u l a r ,  a n d  p r o t e i n s  i n  g e n e r a l ,  i r \  v i t r o  
e x p o s u r e s  h a v e  b e e n  c o n d u c t e d  u n d e r  h i g h l y  c o n t r o l l e d  
c o n d i t i o n s  a t  p h y s i o l o g i c a l  pH . T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  
e x p e r i m e n t s  l e d  t o  s i m i l a r  e x p e r i m e n t s  w i t h  p o l y - L - l y s i n e  
a n d  s e r u m  a l b u m i n s .  T h e s e  d a t a  p r o v i d e  e v i d e n c e  f o r  t h e  
r e a c t i o n  o f  N02 w i t h  l y s i n e  r e s i d u e s  a n d  t h e  g e n e r a t i o n  o f  
p e p t i d e s .  T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  r e s e a r c h  w i l l  c o n t r i b u t e  
i n f o r m a t i o n  t h a t  m i g h t  b e  v a l u a b l e  i n  t e r m s  o f  u n d e r s t a n d i n g  
how p r o t e i n s  ( i n  g e n e r a l )  a r e  a l t e r e d  b y  o x i d a n t  g a s e s  s u c h
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a s  NOj, a n d  p e r h a p s  p r o v i d e  i n s i g h t  a s  t o  t h e  m e c h a n is m  b y  
w h ic h  N02 i n d u c e s  l u n g  i n j u r y .
C h a p t e r  2 
MATERIALS AND METHODS
( 3H ] - F o r m a ld e h y d e  (5  p C i / / J l )  w as  p u r c h a s e d  f r o m  New 
E n g l a n d  N u c l e a r ;  B o v in e  l i g a m e n tu m  n u c h a e  e l a s t i n  w as  
o b t a i n e d  f r o m  E l a s t i n  P r o d u c t s  C o . ; N i t r o g e n  d i o x i d e  (5 6 0  
ppm) i n  A rg o n  w as  p u r c h a s e d  f r o m  U n io n  C a r b i d e  I n d u s t r i a l  
G a s e s ,  I n c . ;  B o v in e  Serum  A lb u m in  (BSA; B i o t e c h  g r a d e ) ,  
s o d iu m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( t r i h y d r a t e ) , s o d iu m  s a l i c y l a t e ,  
s o d iu m  a c e t a t e  (en zy m e  g r a d e ) ,  ammonium b i c a r b o n a t e ,  
a c e t o n i t r i l e  (HPLC g r a d e ) , a c e t i c  a c i d  (ACS g r a d e ) , h y d r o g e n  
p e r o x i d e  (3 0 % ), 2 - ( 4 - M o r p h o l i n o ) - E t h a n e  s u l f o n i l i c  A c id  
(M ES), a n d  m e t h a n o l  (O p tim a)  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  F i s h e r  
S c i e n t i f i c  C o r p . ;  Amino a c i d  s t a n d a r d  H, t r i e t h y l a m i n e  
( S e g u a n a l  g r a d e ) , a n d  p h e n y l i s o t h i o c y a n a t e  (P ITC ) w e r e  
p r o d u c t s  o f  P i e r c e  c h e m i c a l  Co. M e t h a n e s u l f o n i c  a c i d  (MSA), 
N - l - N a p h t h y l e t h y l e n e d i a m i n e  (NEDA), S u l f a n i l a m i d e  ( p -  
A m i n o b e n z e n e s u l f o n a m i d e ) , m e t h o x y s u c c i n y l - L - ( A l a ) 2- P r o - V a l -  
p n i t r o a n i l i d e  (pN A ), N - b e n z o y l - L - A r g - p N A ,  s u c c i n y l - L - ( A l a ) 3-  
pNA, p o r c i n e  p a n c r e a t i c  e l a s t a s e  ( P P E ) , p o r c i n e  p a n c r e a t i c  
t r y p s i n  ( P P T ) , s o d iu m  c y a n o b o r o h y d r i d e ,  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  
(TCA ), a n d  p o l y - L - l y s i n e  (M, r a n g e  = 3 0 - 7 0 , 0 0 0 ;  f o r  a n  
a s s u m e d  a v e r a g e  M, o f  5 0 ,0 0 0 )  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S igm a 
C h e m ic a l  C o r p .  4 - c h l o r o - l - n a p h t h o l  w as  p u r c h a s e d  f ro m  
P o l y s c i e n c e s ,  I n c .  P h o s p h o r i c  A c i d  w as  o b t a i n e d  f ro m  B a k e r  
C h e m ic a l  Com pany. D i m e t h y l  S u l f o x i d e  (DMSO) 99%
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s p e c t r o p h o t o m e t r i c  g r a d e  w as  p u r c h a s e d  f r o m  A l d r i c h  C h e m ic a l  
Com pany. DEAE I o n  E x c h a n g e  S p e c t r a  G e l  w as  a  p r o d u c t  o f  
S p e c t r u m  M e d i c a l  I n d u s t r i e s .  C e l l u l o s e  f i l t r a t i o n  m em b ra n es  
( 0 . 4 5  m i c r o n  p o r e  s i z e )  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  M SI. 
N i t r o c e l l u l o s e  ( 0 . 2  /im p o r e  s i z e )  w as  a  p r o d u c t  o f  
S c h l e i c h e r  & S c h u e l l  C om pany. P r e - s t a i n e d  h i g h  Mr m a r k e r  
p r o t e i n  s t a n d a r d s  u s e d  f o r  SDS-PAGE w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  
D i v e r s i f i e d  B i o t e c h  Com pany. PICO-TAG r e a c t i o n  v i a l  a n d  
a m in o  a c i d  a n a l y s i s  c o lu m n  3 . 9  mm x  15 cm w i t h  C -1 8  p a c k i n g  
m a t e r i a l  t h a t  w as  e n d - c a p p e d  w e r e  p r o d u c t s  o f  W a te r s  
I n t e r n a t i o n a l .  A P h a r m a c i a  4 x  125 mm HPLC c a r t r i d g e  c o lu m n  
w i t h  3 /im C -18  p a c k i n g  m a t e r i a l  a n d  g u a r d  c a r t r i d g e  w as  u s e d  
f o r  PITC a m in o  a c i d  a n a l y s i s  a n d  S e p h a d e x  c h r o m a t o g r a p h y  
m ed ia#  G -25  a n d  G -5 0 ,  w e r e  f r o m  t h e  s a m e .  A c r y l a m i d e  a n d  
o t h e r  c h e m i c a l s  f o r  e l e c t r o p h o r e s i s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  
B io R a d .  C y t o s c i n t ,  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o c k t a i l  w as  a  
Beckm an p r o d u c t .  Human s e r u m  a l b u m i n  w as  p u r i f i e d  a s  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( T r a v i s  e t  a l .  1 9 7 6 ) .  P r i m a r y  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s — m o u se  a n t i - h u m a n  a l p h a - l - p r o t e i n a s e  
i n h i b i t o r — a n d  s e c o n d a r y  a n t i b o d i e s — g o a t  a n t i - m o u s e  IgG 
h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  w e r e  g i f t s  f r o m  D r .  S . K. Chan# 
U n i v e r s i t y  o f  K e n tu c k y  M e d i c a l  C e n t e r .  Human n e u t r o p h i l  
e l a s t a s e  (HNE) w as  a  g i f t  f ro m  D r .  D a v id  A. J o h n s o n .
T r a s y l o l  w as  a  g i f t  f ro m  B a y e r  AG. T h e  lo w  Mr " R a in b o w "  
m a r k e r  p r o t e i n s  f r o m  A m ersham  I n t e r n a t i o n a l  w e r e  a  g i f t  f r o m  
D r .  M. L . E r n s t - F o n b e r g .
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P u r i f i c a t i o n  o f  A l n h a - l - P r o t e i n a s e  I n h i b i t o r  f r o m  P la s m a
L i p i d  f r e e  o u t d a t e d  b l o o d  b a n k  p l a s m a  d o n a t e d  f r o m  t h e  
A m e r ic a n  R ed  C r o s s ,  J o h n s o n  C i t y ,  TN w as  u s e d  a s  t h e  p r i m a r y  
s o u r c e  o f  A l p h a - l - P r o t e i n a s e  I n h i b i t o r  ( o ^ - P I ) . T h e  
p u r i f i c a t i o n  o f  a t~ P I  d e s c r i b e d  i s  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  
p r o c e d u r e  o f  T r a v i s  a n d  J o h n s o n  ( 1 9 8 1 ) .  P o o l e d  p l a s m a  
( t y p i c a l l y  250  m l)  w as  d i l u t e d  w i t h  a n  e q u a l  v o lu m e  o f  0 . 0 5  
M T r i s - H C l ,  0 . 0 5  M N aC l pH 8 . 5 ,  1 mM EDTA. T h e  b u f f e r e d  
p l a s m a  w as  b r o u g h t  t o  40% ammonium s u l f a t e  s a t u r a t i o n  b y  t h e  
s l o w  a d d i t i o n  o f  s o l i d  (NfyJjSC^ w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g .  T h e  
m i x t u r e  w as  s t i r r e d  a  4°c f o r  30 m i n u t e s ,  c e n t r i f u g e d  a t  
1 2 ,0 0 0  x  a  f o r  30 m i n u t e s ,  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  w as  
d i s c a r d e d .  T he  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  w as  t h e n  b r o u g h t  t o  75% 
s a t u r a t i o n  b y  a d d i t i o n  o f  s o l i d  (NH4) 2s o 4, s t i r r e d  a t  4°c f o r  
30 m i n u t e s ,  an d  r e - c e n t r i f u g e d  a t  1 2 ,0 0 0  x  g  f o r  30 m i n u t e s .  
T h e  p r e c i p i t a t e  o b t a i n e d  w as  r e d i s s o l v e d  i n  20 m l o f  0 . 0 5  M 
T r i s - H C l  pH 8 . 5  a n d  d i a l y z e d  a g a i n s t  4 l i t e r s  o f  t h e  sam e 
f o r  24 h o u r s  a t  4° C w i t h  4 c h a n g e s  o f  t h e  b u f f e r .
T he  b a s i c  p r i n c i p l e  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  
i n v o l v e s  t h e  r e m o v a l  o f  a l b u m i n  f r o m  ammonium s u l f a t e -  
f r a c t i o n a t e d  p la s m a  b y  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  o n  t h e  d y e -  
g e l  c o n j u g a t e  c i b a c r o n  B lu e  S e p h a r o s e  (C B S ). C i b a c r o n  B l u e  
F3GA w as  c o u p l e d  t o  S e p h a r o s e  CL-4B a s  d e s c r i b e d  b y  T r a v i s  
a n d  J o h n s o n  ( 1 9 8 1 ) .  T he  d i a l y z e d  f r a c t i o n  (92  m l)  w as  
a p p l i e d  t o  a  c o lu m n  o f  CBS (5 x 46 cm) e q u i l i b r a t e d  w i t h  
0 .0 5  M T r i s - H C l ,  pH 8 . 5 ,  1 mM EDTA a t  25° C, w a s h e d  w i t h
e q u i l i b r a t i o n  b u f f e r ,  a n d  c o l l e c t e d  i n  10 m l f r a c t i o n s  a t  
1 3 0 /m l  h o u r .  T h e  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  a , - P I  d e t e c t e d  b y  
i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  a s s a y s  a s  d e s c r i b e d  b e lo w  w e r e  e l u t e d  i n  
t h e  v o i d  v o lu m e ,  w h i l e  a l b u m in  r e m a i n e d  t i g h t l y  b o u n d  t o  t h e  
c o lu m n .  C o l l e c t i o n  o f  f r a c t i o n s  w as  c o n t i n u e d  u n t i l  t h e  
a b s o r b a n c e  a t  280 nm w as  b e lo w  0 . 0 5 .  T h e  c o lu m n  w as  t h e n  
s t r i p p e d  o f  a l b u m i n  u s i n g  500 m l o f  0 . 5  M KSCN. T h e  
s t r i p p e d  human s e ru m  a lb u m in  (HSA) w as  c o l l e c t e d  i n  15 m l 
f r a c t i o n s ,  d i a l y z e d  e x t e n s i v e l y  a g a i n s t  H20 ,  l y o p h i l i z e d ,  
a n d  s t o r e d  a t  -1 5 °  c .  The  p u r i t y  o f  t h i s  HSA w as  a s s e s s e d  
b y  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  w as  f o u n d  t o  b e  95% h o m o g e n e o u s .  Two 
a d d i t i o n a l  s t e p s  w e re  r e q u i r e d  t o  c o m p l e t e l y  p u r i f y  a r j -P I .
T h i o l - d i s u l f i d e  i n t e r c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  
g l u t a t h i o n e  S e p h a r o s e  ( G S H - S e p h a r o s e ) , p r e p a r e d  b y  c o u p l i n g  
GSH t o  c y a n o g e n  b r o m id e  a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  C L-4B , w as  u s e d  
a s  t h e  f i r s t  s t e p  i n  t h e  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  o f  a ^ - P I .  T h e  
G S H -S e p h a ro s e  g e l  w as r e a c t e d  w i t h  200  mg o f  5 , 5 ' - d i t h i o b i s -  
( 2 - n i t r o b e n z o i c  a c i d )  (DTNB) t o  f o r m  t h e  S e p h a r o s e  G - S - S - 5 -  
t h i o - 2 - n i t r o b e n z o i c  a c i d  c o n j u g a t e .  T h e  c o lu m n  w as  t h e n  
w a sh e d  w i t h  0 . 0 5  M T r i s - H C L ,  pH 8 . 0 .  F r a c t i o n s  f r o m  t h e  CBS 
c o lu m n  c o n t a i n i n g  a j - P I  w e re  p o o l e d ,  a d j u s t e d  t o  pH 8 . 0 ,  a n d  
i n c u b a t e d  w i t h  t h e  o x i d i z e d  G S H -S e p h a ro s e  g e l  f o r  15 h o u r s  
w i t h  g e n t l e  s h a k i n g .  A l p h a - l - P I  b i n d s  t o  t h i s  c o lu m n  
i n t e r m o l e c u l a r l y  v i a  i t s  r e a c t i v e  c y s t e i n e  SH g r o u p  w i t h  t h e  
g l u t a t h i o n e  SH g r o u p ,  g i v i n g  a  d i s u l f i d e  b o n d .  T h e  
S e p h a r o s e - G - S - S - o t- P I  g e l  w as  t h e n  p o u r e d  i n  a  c o lu m n  (3 x
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20 cm) a n d  w a sh e d  w i t h  0 . 0 5  M T r i s - H C l ,  pH 8 . 0 ,  u n t i l  t h e
A1!0 w as  l e s s  t h a n  0 . 0 1 ,  a n d  e l u t e d  w i t h  20 mM C y s t e i n e  i n
t h e  b u f f e r ,  a n d  10 m l f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  a  f l o w
r a t e  o f  250  m l / h o u r .  T h e s e  f r a c t i o n s  w e r e  b r i g h t  y e l l o w  d u e
t o  t h e  e l u t i o n  o f  e x c e s s  NBS f ro m  t h e  S e p h a r o s e - G - S - S - N B
c o n j u g a t e .  A c t i v e  f r a c t i o n s ,  d e t e r m i n e d  b y  e l a s t a s e
i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  a s s a y s ,  w e r e  p o o l e d  a n d  d i a l y z e d  a t  4° C
a g a i n s t  4 l i t e r s  o f  20 mM MES pH 6 . 5  c o n t a i n i n g  a c t i v a t e d
c h a r c o a l  t o  a b s o r b  t h e  y e l l o w  NBS ( h a l f  m o l e c u l e s  o f  DTNB)
f o r  24 h o u r s  w i t h  4 c h a n g e s  o f  t h e  b u f f e r .  A f t e r  d i a l y s i s ,
t h e  p o o l e d  f r a c t i o n s  w e re  a p p l i e d  t o  a  c o lu m n  o f  DEAE-Xon
E x c h a n g e  S p e c t r a  G e l  (1  x  21 cm) e q u i l i b r a t e d  w i t h  20 mM MES
*
pH 6 . 5 ,  w a sh e d  u n t i l  t h e  A71Q w as  l e s s  t h a n  0 . 0 1 ,  a n d  e l u t e d  
w i t h  a  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  0 - 0 . 2  M N aC l i n  60 0  m l o f  
e q u i l i b r a t i o n  b u f f e r ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  150 m l / h o u r .  
F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  o ^ -P I  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  w e r e  p o o l e d ,  
d i a l y z e d  a g a i n s t  0 . 1  M NaHjPO., pH 7 . 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  t o  a n  
A2t0 o f  0 .5 3 4  i n  a n  A m icon c o n c e n t r a t o r  w i t h  a  YM-30 
f i l t r a t i o n  m em brane  a n d  s t o r e d  f r o z e n  i n  1 m l a l i q u o t s  a t  
•80° C.
E l e c t r o p h o r e s i s  o f  a ^ P r o t e l n a s e  I n h i b i t o r
T h e  p r e p a r a t i o n  w as  j u d g e d  t o  b e  h o m o g e n e o u s  b y  
d i s c o n t i n u o u s  s o d iu m  d o d e c y l  s u l f a t e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s  (SDS-PAGE) u n d e r  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s ,  u s i n g  
t h e  a m i d i o l  b u f f e r  s y s t e m  o f  B u ry  ( 1 9 8 1 ) .  E l e c t r o p h o r e s i s  
w as  c a r r i e d  o u t  on  1 . 5  mm 10% r e s o l v i n g  g e l s ,  u s i n g  a  B io R ad
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M o d el 360 M in i  V e r t i c a l  S l a b  G e l  A p p a r a t u s  a n d  a  H o e f e r  
p o w e r  s u p p l y .  E l e c t r o p h o r e s i s  s t a r t e d  a t  12 mA (45  v o l t s )  
d u r i n g  s t a c k i n g ,  c h a n g i n g  t o  20 mA (85  v o l t s )  a f t e r  t h e  
t r a c k i n g  d y e  h a d  e n t e r e d  t h e  s e p a r a t i n g  g e l .  T h e  g e l s  w e r e  
s t a i n e d  w i t h  C o o tn a s s ie  B r i l l i a n t  B lu e  c o n t a i n i n g  
f o r m a l d e h y d e ,  a c c o r d i n g  t o  S t e c k  e t  a l .  ( i 9 6 0 ) ,  a n d  
d e s t a i n i n g  w as  p e r f o r m e d  u s i n g  m e t h a n o l ,  w a t e r ,  a n d  a c e t i c  
a c i d  ( 5 : 5 : 1 ) .
I n h i b i t o r y  A c t i v i t y  A s s a y s
A s s a y s  t o  d e t e c t  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  a r e  b a s e d  o n  t h e  
d e c r e a s e  i n  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  o f  a n  enzym e r e s u l t i n g  f r o m  
p r e i n c u b a t i o n  w i t h  a n  i n h i b i t o r .  Enzyme a n d  i n h i b i t o r  
i n c u b a t i o n  t i m e s  w e r e  b a s e d  on  h a l f - t i m e s  o f  a s s o c i a t i o n  a n d  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n a s e  u s e d  i n  t h e  r e a c t i o n  ( B i e t h ,  
1 9 8 0 ) .  T h e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t i e s  o f  o ^ -F I  s a m p l e s  w e r e  
m o n i t o r e d  u s i n g  PPE o r  HNE. G e n e r a l l y ,  t h e  i n h i b i t o r  w as 
p r e i n c u b a t e d  w i t h  t h e  p r o t e i n a s e  f o r  10 t i m e s  t h e  n o r m a l  
h a l f - t i m e  o f  a s s o c i a t i o n  (t% = 1/K ,„  [E0] )  i n  a  t o t a l  v o lu m e  
980 /j 1 o f  b u f f e r .  P o r c i n e  p a n c r e a t i c  e l a s t a s e  a n d  hum an 
n e u t r o p h i l  e l a s t a s e  a c t i v i t i e s  w e re  a s s a y e d  u s i n g  t h e  
s y n t h e t i c  s u b s t r a t e s ,  s u c - ( A l a ) 3-pNA ( B i e t h  e t  a l .  1 9 7 4 ) ,  
a n d / o r  M e t h o x y s u c c - ( A l a ) 3- P r o - V a l - p N A  ( C a s t i l l o  e t  a l .
1 9 7 9 ) ,  r e s p e c t i v e l y .  A l l  a s s a y s  w e r e  c o n d u c t e d  w i t h  a n  
i n i t i a l  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 5  n m o le s  i n  a  1 m l 
a s s a y .  A f t e r  p r e i n c u b a t i o n ,  20 f i l  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  
s u b s t r a t e  w as  a d d e d  t o  t h e  980  jLtl p r e i n c u b a t i o n  a n d  t h e
y e l l o w  c o l o r  o f  t h e  pNA d e r i v a t i v e  w as  a l l o w e d  t o  d e v e l o p  
f o r  15 m i n u t e s .  T h e  r e a c t i o n  w as  q u e n c h e d  b y  t h e  a d d i t i o n  
o f  50  Mi o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .  T h e  d e c r e a s e  i n  s u b s t r a t e  
h y d r o l y s i s ,  w h ic h  i s  i n d i c a t i v e  o f  a , - P I  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  
r e l a t i v e  t o  a  c o n t r o l  c o n t a i n i n g  o n l y  e l a s t a s e ,  w as  
m o n i t o r e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  410  nm a b s o r b a n c e  o f  t h e  pNA 
p r o d u c t  i n  a  B eckm ann DU-30 S p e c t r o p h o t o m e t e r .  F i n a l  
p o o l e d ,  a , - P I  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  w as  a s s a y e d  i n  0 . 1  M 
HEPES, 0 . 2  M N aC l pH 8 . 0 ,  0 .05%  B r i j , 0 .02%  NaN3 b u f f e r  
u s i n g  e i t h e r  p o r c i n e  p a n c r e a t i c  t r y p s i n  ( 0 . 6  m g /m l i n  2 mM 
HC1, ImM C aC l2) a n d  t h e  s u b s t r a t e  B e n z o y l - A r g i n i n e - p N A  
( E r l a n g e r  e t  a l .  1961)  o r  human n e u t r o p h i l  e l a s t a s e  ( 0 . 2  
m g /m l)  a n d  t h e  s u b s t r a t e  M e t h o x y s u c c - ( A l a ) 2- P r o - V a l - p N A  
( C a s t i l l o  e t  a l .  1 9 7 9 ) .  A l l  s u b s t r a t e  s t o c k  s o l u t i o n s  w e re  
p r e p a r e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  20 mM i n  p u r e  DMS0.
L a b e l l i n g  o f  E l a s t i n
I n s o l u b l e  b o v i n e  l ig a m e n tu m  n u c h a e  e l a s t i n  w as  l a b e l e d  
b y  r e d u c t i v e  m e t h y l a t i o n  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  ( J e n t o f t  
a n d  D e a r b o r n ,  1 9 7 9 ) .  B r i e f l y ,  100 mg o f  e l a s t i n  w as  
s u s p e n d e d  i n  5 m l o f  0 . 1  M p h o s p h a t e  pH 7 . 4  t h a t  c o n t a i n e d  6 
m g /m l NaCNBHj. To t h i s  s u s p e n s i o n  12 Ml o f  3H-HCH0 (5 
M Ci/M l) w as  a d d e d  a n d  t h e  s o l u t i o n  w as  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  
a t  3 7 * 0 .  3H - l a b e l e d  e l a s t i n  w as  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a n d  w a s h e d  w i t h  t h e  b u f f e r  u n t i l  l e s s  t h a n  1% o f  t h e  
a s s o c i a t e d  r a d i o a c t i v i t y  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  
s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  o f  t h e  w a s h e s .  T he  p r e p a r a t i o n  u s e d  i n
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t h e s e  s t u d i e s  h a d  a  r a d i o s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  1 . 8 1  x  1 0 4 
CFM/mg a n d  w as  s t o r e d  a t  - 4 ° C .
L a b e l l i n g  o f  B o v in e  Serum  A lb u m in  (B S A ). Human S e ru m  A lb u m in
(HSA) . a n d  F o l v - L - L v s i n e  
T h e  a l b u m i n s  ( l  m g /m l ,  15 /iM) w e r e  d i s s o l v e d  i n  200  / i l  
o f  0 . 1  M p h o s p h a t e  pH 7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  6 m g /m l NaCNBHj.
A f t e r  a d d i n g  3H-HCHO ( l o o  #zci/50 mg BSA; 75  M C i/20  mg HSA), 
t h e s e  s o l u t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  4 h r s  a t  3 7 °C o n  a  
s h a k i n g  w a t e r  b a t h .  A lb u m in  s o l u t i o n s  w e r e  t h e n  
c h r o m a t o g r a p h e d  on  a  2 x  12 cm S e p h a d e x  G -25  g e l  f i l t r a t i o n  
c o lu m n  t o  re m o v e  u n b o u n d  3H-HCHO. T h e  l a b e l e d  a l b u m i n s  
e l u t e d  i n  t h e  v o i d  v o lu m e ,  a n d  u n r e a c t e d  3H-HCH0 e l u t e d  i n  
t h e  t o t a l  v o lu m e  o f  t h e  c o lu m n .  F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  e i t h e r  
BSA o r  HSA w e re  p o o l e d ,  l y o p h i l i z e d ,  a n d  r e d i s s o l v e d  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  10 m g /m l i n  0 . 1  M s o d iu m  p h o s p h a t e  b u f f e r  
pH 7 . 4  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  n e e d e d .  R a d i o s p e c i f i c  
a c t i v i t i e s  o f  1 .1 2  x  103 CPM/jLtg a n d  3 . 8  x  103 CPM//ig w e r e  
o b t a i n e d  f o r  3H-BSA an d  JH-HSA p r e p a r a t i o n s ,  r e s p e c t i v e l y .  
P o l y - L - l y s i n e  (5  mg) w as  s i m i l a r l y  l a b e l e d  w i t h  1 0 0  p e l  o f  
3H-HCHO, b u t  no  u n b o u n d  3H-HCHO w as  d e t e c t e d  u p o n  
c h r o m a t o g r a p h y  on  S e p h a d e x  G -2 5 .  T h e  l a b e l e d  p o l y - L - l y s i n e  
c o n t a i n i n g  f r a c t i o n s  w e re  p o o l e d ,  l y o p h i l i z e d ,  a n d  
r e s u s p e n d e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 . 5  m g/m l ( 8 . 8 7  x  103 
CPM/^g) i n  t h e  0 . 1  M s o d iu m  p h o s p h a t e  pH 7 . 4  e x p o s u r e  
b u f f e r .  T h i s  p r e p a r a t i o n  w as  e x p o s e d  t o  n o 2 a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  80 j ig /m l .
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I n  V i t r o  E x p o s u r e  o f  P r o t e i n s  a n d  P e p t i d e  t o
T h e  e x p o s u r e  a p p a r a t u s  ( F i g u r e  3) u s e d  f o r  e x p o s u r e  o f  
p r o t e i n s  a n d  p e p t i d e s  t o  N02 w as  c o n s t r u c t e d  u s i n g  P y r e x  
c u l t u r e  t u b e s  (18  x  150  mm), s t a i n l e s s  s t e e l  c o u p l e r s ,  
N e o p r e n e  r u b b e r  s t o p p e r s ,  T e f l o n  t u b i n g ,  a n d  a  g a s e o u s  
f l o w m e t e r .  P r i o r  t o  e x p o s u r e  t h e  a m o u n t  o f  N02 e n t e r i n g  t h e  
s a m p l e  w as  q u a n t i f i e d  b y  r e a c t i o n  w i t h  a n  a r s e n i t e  a b s o r b i n g  
s o l u t i o n  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  S a l t z m a n  (1 9 5 4 )  (EPA 
M eth o d  N o. E Q N -1 2 7 7 -0 2 G ). I n  t h i s  p r o c e d u r e ,  N02 b u b b l e d  
t h r o u g h  a  s o d iu m  a r s e n i t e - s o d i u m  h y d r o x i d e  s o l u t i o n  f o r m e d  a  
s t a b l e  s o l u t i o n  o f  s o d iu m  n i t r i t e .  T he  n i t r i t e  i o n  p r o d u c e d  
d u r i n g  s a m p l i n g  w as  t h e n  t r e a t e d  w i t h  p h o s p h o r i c  a c i d ,  
s u l f a n i l a m i d e ,  NEDA, a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  T h e  r e s u l t i n g  
a z o  d y e  w as  m e a s u r e d  c o l o r i m e t r i c a l l y  a t  540  nm a n d  
r e f e r e n c e d  t o  a  s t a n d a r d  c u r v e  o f  A^,0 nm v e r s u s  n a n o m o le s  o f  
s o d iu m  n i t r i t e .
N02 (2 5 0  ppm i n  n2) w as  t h e n  b u b b l e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  5 
n m o l e s / m i n  t h r o u g h  5 m l s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  53 /xg /m l a , - P I  
(1  /xM, 5 n m o le s )  o r  0 . 2  m g /m l cr(- P I  (4 /xM, 20 n m o le s )  
b u f f e r e d  i n  0 . 1  M NaH2P04 pH 7 .4  a t  a  g a s e o u s  f l o w  r a t e  o f
2 . 4  m l / m i n u t e ;  o r  N02 (5 6 0  ppm i n  A r g o n ;  16 m o l e s / m l  o f  g a s )  
w as  t h e n  b u b b l e d  t h r o u g h  5 m l s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  1 m g /m l 
E l a s t i n ,  BSA o r  HSA (15  ;xM, 75 n m o le s )  o r  80 jxg/nil p o l y - L -  
l y s i n e  ( 1 . 6  ;xM, w i t h  r e s p e c t  t o  N - t e r m i n i  b a s e d  on  a n  
a v e r a g e  M, o f  50 kDa) ; a  t o t a l  o f  3 . 2  /xm oles  (6 2 5  n m o l e s / m l  
o f  l y s i n e  s i d e  c h a i n  r e s i d u e s )  b u f f e r e d  i n  0 . 1  M NaH2P04 pH
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7 . 4  a t  a  g a s e o u s  f l o w  r a t e  o f  2 . 4  m l / m i n .  1 - O c t a n o l  (50  / i l )  
w as  a d d e d  t o  BSA, HSA, a n d  p o l y ~ L ~ l y s i n e  s a m p l e s  p r i o r  t o  
e x p o s u r e  t o  p r e v e n t  b u b b l i n g ,  a n d  a l l  s o l u t i o n s  w e r e  
m a g n e t i c a l l y  s t i r r e d .  F o l l o w i n g  e x p o s u r e  t h e  pHs o f  t h e s e  
s o l u t i o n s  w e r e  u n c h a n g e d .
A t r a p  o f  a b s o r b i n g  s o l u t i o n  w as  e m p lo y e d  d o w n s t r e a m  
f ro m  t h e  s a m p l e  t o  q u a n t i f y  u n r e a c t e d  N02, a l l o w i n g  
q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  a m o u n t  o f  N02 r e a c t i n g  w i t h  t h e  t a r g e t  
a s  w e l l  a s  t h e  a m o u n t  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  p r o t e i n / p e p t i d e  
s o l u t i o n s .  B a s e d  on  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d ,  t h i s  r e s u l t e d  i n  a  
d e l i v e r y  o f  3 8 .4  n m o le s  o f  N02 p e r  m i n u t e ,  b u t  o n l y  70% o f  
t h e  e n t e r i n g  N02 r e a c t e d  w i t h  t h e  t a r g e t  p e p t i d e s ,  b a s e d  o n  
t h e  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  t h e  a m o u n t  o f  N02 e n t e r i n g  t h e  
p e p t i d e  s o l u t i o n  a n d  t h e  a m o u n t  o f  N02 f o u n d  i n  t h e  
d o w n s t r e a m  t r a p .  T h u s ,  t h e  r a t e  o f  N02 r e a c t i v i t y  w i t h  t h e  
p e p t i d e s  w as 27 n m o l e s / m i n u t e  a n d  t h e  m o l a r  r a t i o s  o f  
N0Z: p r o t e i n  g i v e n  r e f e r s  t o  m o le s  o f  N02 r e a c t e d  p e r  m o le  o f  
p r o t e i n  o r  m o le  o f  l y s i n e  r e s i d u e s .  C o n t r o l  a , - P I  s a m p l e s  
w e r e  b u b b l e d  w i t h  N2 f o r  t h e  maximum e x p o s u r e  t i m e  (3 0  h o u r s  
e q u a l s  8 0 0 : 1  m o l a r  r a t i o  o f  N02: a , - P I )  t o  c o m p e n s a t e  f o r  
d e n a t u r a t i o n  d u e  t o  b u b b l i n g ,  t h e s e  c o n t r o l  s a m p l e s  l o s t  
l e s s  t h a n  20% o f  t h e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  o f  u n b u b b l e d  c q - P I ,  
s o  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  c o n t r o l s  w e r e  t a k e n  a s  100% i n  
i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  a s s a y s .  A f t e r  e x p o s u r e  t o  N02 t h e  a , - P I  
s a m p l e s  w e r e  a s s a y e d  f o r  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  t h e n  s t o r e d  
a t  ’80° c .  T he  e l a s t i n ,  BSA, HSA, a n d  p o l y - L - l y s i n e  c o n t r o l
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s a m p l e s  w e r e  b u b b l e d  w i t h  a r g o n  c a r r i e r  g a s  t o  s t a n d a r d i z e  
t h e  l o s s  o f  l a b e l  d u e  t o  p h y s i c a l  t r e a t m e n t  f o r  t h e  maximum 
e x p o s u r e  t i m e  (72  o r  56 h o u r s ) . E x p o s u r e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  
u n d e r  a  c h e m i c a l  fum e h o o d  a t  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e s .  D a ta  
a r e  r e p o r t e d  i n  t e r m s  o f  t h e  m o le s  o f  N02 r e a c t i n g  w i t h  t h e  
p r o t e i n  o r  p e p t i d e  t a r g e t s .
Im m unoenzvm e A s s a y s
T h e  q u a n t i t a t i v e  im m unoenzym e d o t - b l o t  a s s a y s  w e r e  
p e r f o r m e d  e s s e n t i a l l y  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  S m i th  e t  
a l .  (1 5 8 5 )  . G e n e r a l l y ,  n i t r o c e l l u l o s e  ( 0 . 2 fi p o r e  s i z e )  w as  
c u t  i n t o  9 x 11 cm s h e e t s  a n d  w e t t e d  i n  dH20  a t  75° C, T h e  
n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  w as  t h e n  i n c u b a t e d  i n  40 m l o f  20 mM 
T r i s - H C l ,  0 .1 5  M N aC I, ( T r i s  b u f f e r e d  s a l i n e ,  TBS) pH 7 . 4  
f o r  15 m i n u t e s  t o  e q u i l i b r a t e  t h e  m em brane  w i t h  t h e  TBS.
C o n t r o l  a n d  N02 e x p o s e d  a , - P I  w as  d i l u t e d  t o  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  20 ^ g / m l  i n  0 .025%  SDS, a n d  t h e  s a m p l e s  
w e r e  b o i l e d  f o r  5 m i n u t e s .  S a m p le s  w e r e  t h e n  a p p l i e d  b y  
g r a v i t y  f i l t r a t i o n  i n  a  B io R ad  B i o - D o t  96 w e l l  f i l t r a t i o n  
a p p a r a t u s  u n t i l  c o m p l e t e .  A p p r o x i m a t e l y  45 m i n u t e s  w as 
n e e d e d  f o r  a  80 ^ 1  s a m p l e .  E a c h  w e l l  w as  t h e n  w a s h e d  b y  
vacuum  f i l t r a t i o n  w i t h  200 /itl o f  TBS, T h e  u n o c c u p i e d  
b i n d i n g  s i t e s  o n  t h e  f i l t e r  w e r e  b l o c k e d  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  
BSA (3% w /v )  i n  TBS f o r  3 - 5  h o u r s  w i t h  g e n t l e  s h a k i n g .  T h e  
b l o c k i n g  s o l u t i o n  w as  t h e n  r e p l a c e d  w i t h  a  1 : 1 0 , 0 0 0  d i l u t i o n  
o f  p r i m a r y  m o n o c lo n a l  a n t i b o d y  o r  a  1 : 2 , 0 0 0  d i l u t i o n  o f  
p r i m a r y  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  i n  40 m l o f  TBS c o n t a i n i n g  1%
BSA, 0 .025%  SDS ( a n t i b o d y  b u f f e r )  a n d  i n c u b a t e d  f o r  6 h o u r s .  
T h e  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  w as  t h e n  w a sh e d  3 x  10  m i n u t e s  i n  
TBS. T h e  s e c o n d a r y ,  p e r o x i d a s e  l i n k e d  a n t i b o d y  ( 1 : 2 , 0 0 0  
d i l u t i o n  f o r  m o n o c l o n a l  a n d  p o l y c l o n a l )  w as  i n c u b a t e d  w i t h  
t h e  f i l t e r  f o r  12 h o u r s  i n  t h e  a n t i b o d y  b u f f e r  a n d  w a s h e d  a s  
b e f o r e .  A f r e s h  p e r o x i d a s e  s u b s t r a t e  s o l u t i o n  w a s  t h e n  
p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  60 mg o f  4 - c h l o r o - l - n a p h t h o l  i n  20 ml 
i c e  c o l d  m e t h a n o l  w h ic h  w as  a d d e d  t o  100 m l o f  20 mM T r i s -  
H C l, 0 . 5  M N aC I, pH 7 . 5 ,  w i t h  s t i r r i n g .  I m m e d i a t e l y  b e f o r e  
t h e  s u b s t r a t e  s o l u t i o n  w as  a d d e d  t o  t h e  f i l t e r ,  60 / i l  o f  30% 
h y d r o g e n  p e r o x i d e  w as  a d d e d .  T he  c o l o r  d e v e l o p m e n t  w as  
a l l o w e d  t o  p r o c e e d  u n t i l  s u c h  a  t i m e  t h a t  t h e  d o t s  w e r e  
s u f f i c i e n t  i n  i n t e n s i t y  t o  p h o t o g r a p h  w i t h  a  m inimum 
b a c k g r o u n d .  T h e  d e v e l o p m e n t  r e a c t i o n  w as  s t o p p e d  by  
f l u s h i n g  t h e  f i l t e r  w i t h  dH20 .  T he  f i l t e r  w as  t h e n  
p h o t o g r a p h e d  u s i n g  P o l a r o i d  T y p e  55 p o s i t i v e / n e g a t i v e  f i l m  
a n d  q u a n t i f i e d  by  t r a n s m i t t a n c e  d e n s i t o m e t r i c  s c a n n i n g  o f  
t h e  p h o t o g r a p h i c  n e g a t i v e .  A H o e f e r  d e n s i t o m e t e r  w as  u s e d  
i n  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  w i t h  an  IBM c o m p u te r  a n d  G S -360  D a ta  
s y s t e m  s o f t w a r e  ( M e t a g r a p h i c s  S o f t w a r e  C o r p . , S c o t t s  V a l l e y ,  
C A ).
Amino A c id  A n a l y s i s
A l p h a - l - P I ,  s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  3H - E l a s t i n ,  a n d  3H - 
p o l y - L - l y s i n e  s a m p l e s  w e r e  h y d r o l y z e d  i n  v a c u o  f o r  24 h o u r s  
w i t h  4 M M e t h a n e s u l f o n i c  a c i d  (MSA) a t  110° C, e s s e n t i a l l y  
a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  S im p so n  e t  a l .  ( 1 9 7 6 ) .  T he
q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  t h e  a m in o  a c i d s  s e r i n e ,  t h r e o n i n e ,  
t y r o s i n e ,  a n d  m e t h i o n i n e  i s  c o m p l i c a t e d  b y  t h e i r  i n s t a b i l i t y  
t o  h y d r o l y s i s  i n  H C l. T h e  m o re  common m e th o d s  o f  HC1 
h y d r o l y s i s  e m p lo y  a d d i t i v e s  t h a t  p r o t e c t  a g a i n s t  d e s t r u c t i o n  
s u c h  a s  t h i o g l y c o l i c  a c i d .  T h e s e  common m e t h o d s  u s e  a  
n o n v o l a t i l e  c o n s t i t u e n t  t h a t  c a n n o t  b e  r e a d i l y  r e m o v e d  f r o m  
p r o t e i n / p e p t i d e  h y d r o l y z a t e s ,  w h ic h  c a n  r e s u l t  i n  p o s s i b l e  
i n t e r f e r e n c e  i n  t h e  d e r i v a t i z a t i o n  r e a c t i o n .  T h e  MSA m e th o d  
h a s  t h e  a d v a n t a g e  i n  t h a t  i t  i s  a  m i l d e r  h y d r o l y s i s  a n d  t h e  
a c i d s '  n o n v o l a t i l i t y  i s  e a s i l y  d e a l t  w i t h  b y  n e u t r a l i z a t i o n  
a f t e r  h y d r o l y s i s .  T h i s  t r a n s l a t e s  i n t o  h i g h e r  r e c o v e r i e s  
f o r  t h e s e  a m in o  a c i d s .  G e n e r a l l y ,  100  p i  (4 0 0  p in o le s )  o f  
C o n t r o l  a n d  8 0 0 :1  N02 e x p o s e d  a , - P I ,  o r  t h e  v o lu m e  o f  3H - 
E l a s t i n  ( S o l u b l e  a n d  I n s o l u b l e  f r a c t i o n s )  t h a t  g a v e  
a p p r o x i m a t e l y  1 ,0 0 0  c o u n t s  p e r  m i n u t e  w as  d r i e d  i n  6 x  50 mm 
s a m p l e  v i a l s  by  l y o p h i l i z a t i o n .  To t h e  d r i e d  s a m p l e s  20  p i  
o f  4 M MSA w as a d d e d ,  a n d  t h e  s a m p l e s  w e r e  h y d r o l y z e d  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e .  F o l l o w i n g  n e u t r a l i z a t i o n  w i t h  4 M KOH, 
s a m p l e s  w e r e  r e - d r i e d  f ro m  40 p i  o f  MeOH: dH20 : TEA ( 2 : 2 : 1  
v / v ) ,  d e r i v a t i z e d  w i t h  20 p i  o f  MeOH:dH20 :T E A :P IT C  ( 7 : 1 : 1 : 1  
v / v ) , a n d  d i s s o l v e d  i n  200  p i  o f  40 mM s o d iu m  a c e t a t e ,  0 .05%  
TEA a t  pH 6 . 5 .  T h e  a p P l  h y d r o l y z a t e s  w e r e  r e d i s s o l v e d  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  400  p m o l e s / 2 0 0  p i  d i l u e n t  w h ic h  e q u a l s  2 
p m o l e s / j i l  a n d  25 p i  (50  p m o le s  t t i - P I )  o f  e a c h  h y d r o l y z a t e  
w as  i n j e c t e d  f o r  a n a l y s i s .  T h e  3H - E l a s t i n  ( S o l u b l e  a n d  
I n s o l u b l e )  h y d r o l y z a t e s  w e r e  r e d i s s o l v e d  i n  20 0  p i  d i l u e n t ,
a n d  20 j i l  w as  i n j e c t e d  f o r  a n a l y s i s .  T he  HPLC c o lu m n  w as  
s t a n d a r d i z e d  w i t h  500 p in o le s  o f  PITC  a m in o  a c i d s  t h a t  w e r e  
d e r i v a t i z e d  a s  d e s c r i b e d  b e f o r e .  C h r o m a to g r a p h y  a n d  
d e t e c t i o n  w as  c a r r i e d  o u t  on  P e r k i n - E l m e r  LC 135 w i t h  a  
D io d e  A r r a y  D e t e c t o r  a t  254 nm o r  a  W a t e r s  M o d e l 5 1 0  Pump 
w i t h  a  S e r i e s  44 0 A b s o r b a n c e  D e t e c t o r  a t  254  nm. D a ta  w as  
p r o c e s s e d  u s i n g  a  H e w l e t t - P a c k a r d  3396A I n t e g r a t o r  o r  a  
W a t e r s  740 D a ta  M o d u le .  T h e  c o lu m n  t e m p e r a t u r e  w as  
m a i n t a i n e d  a t  45° C. T he  f o l l o w i n g  s o l v e n t s  w e r e  u s e d  f o r  
c h r o m a t o g r a p h :  40 mM s o d iu m  a c e t a t e ,  0 .05%  TEA, pH 6 . 5  
( E l u e n t  A ) , a n d  70% a c e t o n i t r i l e ,  30% E l u e n t  A ( E l u e n t  B ) .
A c o n v e x  g r a d i e n t  f ro m  87% A t o  13% B f o r  7 m i n u t e s ,  t h e n  t o  
35% B f o r  a n  a d d i t i o n a l  6 . 5  m i n u t e s  w as  a p p l i e d  t o  e l u t e  t h e  
a m in o  a c i d s  a t  a  f l o w  r a t e  o f  l  m l / m i n u t e .  T h e  e l u t i o n  
p o s i t i o n  o f  3H - d i m e t h y l l y s i n e  w as  d e t e r m i n e d  b y  h y d r o l y s i s  
o f  t h e  r e d u c t i v e l y  m e t h y l a t e d  3H - p o l y - L - l y s i n e ,  f o l l o w e d  b y  
c h r o m a t o g r a p h y .  A f t e r  h y d r o l y s i s  a n d  PITC  d e r i v i t i z a t i o n ,  
b o t h  c o n t r o l  a n d  72 h o u r  N02 e x p o s e d  3H - p o l y - L - l y s i n e  s a m p l e s  
y i e l d e d  s i n g l e  p e a k s  a t  t h e  n o r m a l  p o s i t i o n  f o r  l y s i n e  w i t h  
g r e a t e r  t h a n  90% r e c o v e r y  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h a t  p e a k .
E l e c t r o p h o r e s i s  a n d  F l u o r o a r a p h v  o f  3H-BSA a n d  3H-HSA
SDS-PAGE a n a l y s i s  o f  3H-BSA a n d  3H-HSA a f t e r  e x p o s u r e  t o  
NOz w as  c a r r i e d  o u t  on  1 . 5  mm 10% p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  u n d e r  
r e d u c i n g  c o n d i t i o n s ,  u s i n g  t h e  a m i d i o l  s y s t e m  o f  B u r y ,
( 1 9 8 1 ) .  P r o t e i n s  a n d  p e p t i d e s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  C o o m a s s ie  
B r i l l i a n t  B lu e  c o n t a i n i n g  f o r m a l d e h y d e  a n d  d e s t a i n e d
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a c c o r d i n g  t o  S t e c k  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) .  G e n e r a l l y ,  t h e  d e s t a i n e d  
g e l s  w e r e  s o a k e d  i n  1 M s o d iu m  s a l i c y l a t e  pH 6 . 2  f o r  30 
m i n u t e s  t h e n  d r i e d  u n d e r  vacu u m  (B io R a d  M o d el 543 G e l  D r y e r )  
on  W hatm an 3MM p a p e r  u n d e r  a n  a c e t a t e  s h e e t  f o r  2 h o u r s .
T h i s  i s  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e th o d  o f  ( C h a i m b e r l a i n  e t  a l .  
1 9 7 9 ) .  T h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  s t a n d a r d s  w e r e  m a r k e d  w i t h  a  
p e n  c o n t a i n i n g  Hc - T o l u e n e  a n d  t h e  d r i e d  s l a b  g e l  w as  p l a c e d  
a g a i n s t  K odak  SB -5 f i l m  f o r  2 w e e k s  a t  "80° c. T h e  d e v e l o p e d  
f i l m s  w e r e  c o m p a re d  w i t h  t h e  d r i e d  s l a b  g e l s  t o  d e m o n s t r a t e  
t h e  g e n e r a t i o n  o f  s m a l l  p e p t i d e s  a s  a  r e s u l t  o f  N02 
e x p o s u r e .
G e l  F i l t r a t i o n  C h ro m a to g r a p h y
C h r o m a to g r a p h y  o f  3H - P o l y - L - L y s i n e  a n d  3H-BSA, b e f o r e  
a n d  a f t e r  e x p o s u r e  t o  N02 f o r  72 h o u r s ,  w as  p e r f o r m e d  o n  1 . 0  
x  37 cm c o lu m n s  o f  S e p h a d e x  G -25  o r  S e p h a d e x  G -5 0 ,  
r e s p e c t i v e l y .  T h e  c o lu m n s  w e r e  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 . 2  M 
ammonium b i c a r b o n a t e  pH 8 . 2 .  F r a c t i o n s  o f  3 0 0  jttl w e r e  
c o l l e c t e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  150 j i t l /m in .  H a l f  o f  t h e  v o lu m e  
w as  c o u n t e d  i n  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o c k t a i l  ( C y t o s c i n t )  a n d  
t h e  r e m a i n i n g  v o lu m e  w as  d i l u t e d  1 : 2  i n  dH20  a n d  t h e  
a b s o r b a n c e  a t  214 nm w as  m o n i t o r e d  i n  t h e  c o n t r o l  a n d  i n  t h e  
72 h o u r  s a m p l e s .  G r e a t e r  t h a n  95% a n d  97% o f  t h e  s a m p l e s  
w e r e  r e c o v e r e d  f o r  3H-BSA a n d  3H - p o l y - L - l y s i n e ,  r e s p e c t i v e l y .
C h a p t e r  3 
RESULTS
P u r i f i c a t i o n  o f  A l n h a - l - P r o t e i n a s e  I n h i b i t o r  
T h e  m a j o r  s t e p s  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  a , - P I  f r o m  human 
p l a s m a  w e r e  ammonium s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n ,  f o l l o w e d  by  
c h r o m a t o g r a p h y  on  C i b a c r o n  B lu e  S e p h a r o s e  (C B S ) , GSH- 
S e p h a r o s e ,  a n d  DEAE S p e c t r a  G e l .  A c r u c i a l  s t e p  i n  t h e  
f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e  i s  t h e  r e m o v a l  o f  a l b u m i n  w h ic h  
b i n d s  t o  t h e  CBS c o lu m n  w h e r e a s  a , - P I  d o e s . n o t  b i n d  a n d  
e l u t e s  i n  t h e  v o i d  v o lu m e .  T he  e x a c t  n a t u r e  o f  t h e  b i n d i n g  
o f  a l b u m i n  t o  t h e  r e a c t i v e  t r i a z e n e  d y e  C i b a c r o n  B l u e  i s  
unkn o w n . H o w ev e r ,  i t  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  
e l e c t r o s t a t i c  a n d  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s  a c c o u n t  f o r  t h e  
i n t e r a c t i o n  v i a  t h e  m u l t i p l e  a r o m a t i c  a n d  s u l f o n a t e  g r o u p s  
on  t h e  d y e  m o l e c u l e  ( S c o p e s ,  1982) . T h e  c ^ - P I ,  w h ic h  
c o n t a i n s  a  r e a c t i v e  t h i o l  g r o u p  t h a t  r e a c t s  w i t h  NBS 
c o n j u g a t e d  G S H -S e p h a ro s e  d i s p l a c e s  t h e  NBS f o r m i n g  a  
d i s u l f i d e  b o n d  w i t h  a , - P I .  O t h e r  p r o t e i n s  w i t h  l e s s  
r e a c t i v e  t h i o l s  w e re  w a sh e d  t h r o u g h  t h e  c o lu m n ,  a n d  e l u t i o n  
o f  a j - P I  w as  a c c o m p l i s h e d  by  r e d u c t i o n  w i t h  c y s t e i n e .  I o n -  
e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  on  S p e c t r a  G e l  DEAE w as  u s e d  t o  
s e p a r a t e  o t j-P i f ro m  t h e  r e m a i n i n g  c o n t a m i n a n t s .  T h e  t o t a l  
y i e l d  o f  a , - P I  i n  a  t y p i c a l  p r e p a r a t i o n  w as  G6% w i t h  a  
c o n c o m i t a n t  2 3 5 - f o l d  p u r i f i c a t i o n  f r o m  ammonium s u l f a t e  
f r a c t i o n a t e d  p l a s m a  ( T a b l e  I I ) .  From 250 m l o f  p l a s m a ,  a
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TABLE I I  
PURIFICATION OF HUMAN tt,- P I
S a m p le P r o t e i n
(mg)
T o t a l
A c t i v i t y
u n i t s
S p e c i f i c  
A c t i v i t y  
u n i t s / m g
R e c o v e r y
(%)
P la s m a 1 6 , 3 0 0 1,100 0 .0 6 7 5 100
D i a l y z e d  
(NH4) 2S04 
40-7-5% S a t .  
P r e c i p i t a t e 4 , 6 6 5 1 , 0 3 2 0.221 94
C i b i c r o n
B l u e  S e p h a r o s e  1 ,1 1 3
G S H - S e p h a r o s e 1 8 6 .5 6
1 , 0 2 5
9 4 0 . 3
0 . 9 2 1
5 . 0 4
93
7 5
DEAE I o n  
E x c h a n g e 4 6 . 2 7 3 4 . 5 1 5 .9 66
P u r i f i ­
c a t i o n
( f o l d )
1
3 . 2
1 3 . 6
7 4 . 6
2 3 5 . 5
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t o t a l  o f  46 mg o f  c tj-P I w as  i s o l a t e d  b a s e d  on  a  e x t i n c t i o n  
c o e f f i c i e n t  o f  5 . 3  f o r  a  1% s o l u t i o n  o f  a j - P I  ( T r a v i s  & 
J o h n s o n ,  1 9 8 1 ) .
R e d u c e d  SDS-PAGE o f  f r a c t i o n s  e l u t e d  f r o m  t h e  S p e c t r a  
G e l  DEAE I o n  E x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  s t e p  sh o w e d  o n e  m a j o r  
b a n d  c o r r e s p o n d i n g  t o  a  r e l a t i v e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  5 3 , 0 0 0 ,  
i n  c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  p u b l i s h e d  v a l u e  o f  5 2 ,0 0 0  
( T r a v i s  & J o h n s o n ,  1 9 8 1 ) .
M o la r  S t o i c h i o m e t r y
T h e  a m o u n t  o f  a c t i v e  a , - P I  i n  t h e  t o t a l  DEAE p o o l  w as 
d e t e r m i n e d  b y  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  m o l a r  s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  
i n h i b i t o r  w i t h  p r o t e i n a s e s .  T h i s  w as  a c c o m p l i s h e d  b y  
i n c u b a t i n g  i n c r e a s i n g  a m o u n ts  o f  t h e  i n h i b i t o r  w i t h  e i t h e r  
PPE o r  HNE. T h e  r e s i d u a l  enzym e a c t i v i t y  w as  d e t e r m i n e d  a n d  
p l o t t e d  v e r s u s  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  enzym e t o  i n h i b i t o r  a d d e d  
( F i g u r e  4 ) .  A t  z e r o  enzym e a c t i v i t y  ( i . e . ,  100% i n h i b i t i o n )  
t h e  enzym e t o  i n h i b i t o r  r a t i o  n e c e s s a r y  f o r  1 0 0 % i n h i b i t i o n  
w as  c a l c u l a t e d .  A l p h a - l - P I  w as  show n t o  i n h i b i t  PPE a t  a n  
e n z y m e : i n h i b i t o r  r a t i o  o f  1 . 0 : 0 . 9 8 ,  w h ic h  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  
i n h i b i t o r  w as  98% a c t i v e  a g a i n s t  PPE. I n h i b i t i o n  o f  HNE w as  
show n t o  o c c u r  a t  a  r a t i o  o f  1 . 0 : 1 . 0 , i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  
i n h i b i t o r  i s  100% a c t i v e  a g a i n s t  HNE.
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F i g u r e  4 .  T i t r a t i o n  o f  P r o t e a s e s  w i t h  O j - P I .  I n c r e a s i n g  
a m o u n ts  o f  a , - P I  w e re  i n c u b a t e d  w i t h  (A) ( 7 . 4  /iM) HNE o r  
(B) ( 8 . 8  /iM) PPE f o l l o w e d  by  a s s a y  o f  r e s i d u a l  e n z y m a t i c  
a c t i v i t y .
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E f f e c t s  o f  NOi on  t h e  A c t i v i t y  a n d  I m m u n o r e a c t i v i t v  o f
ott- P I .
A l p h a - l - P I  w as  e x p o s e d  t o  N02 b y  b u b b l i n g  a t  a  f l o w  
r a t e  o f  9 . 7  n m o le s  N02 p e r  m i n u t e  a t  a  g a s e o u s  f l o w  r a t e  o f  
2 . 4  m l / m i n .  F o l l o w i n g  N02 e x p o s u r e ,  t h e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  
o f  a , - P I  w as  a s s a y e d  w i t h  HNE. A p l o t  o f  p e r c e n t  a c t i v i t y  
v e r s u s  m o le s  o f  N02 r e a c t e d  p e r  m o le  0 , - P I  i s  sho w n  i n  F i g u r e  
5 .  T h e  d a t a  p o i n t s  r e p r e s e n t  t h e  a v e r a g e  o f  4 a s s a y s .  T h e  
i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  o f  O j-P I  w as  f o u n d  t o  d e c r e a s e  a s  t h e  
m o l a r  r a t i o  o f  N02: a , - P I  i n c r e a s e d .  A t  a  m o l a r  r a t i o  o f  
N02: o , - P I  o f  8 0 0 : 1 ,  t h e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  o f  a , - P I  
d e c r e a s e d  t o  50% o f  t h e  c o n t r o l  v a l u e .
T he  s t a b i l i t y  o f  c o m p le x e s  f o r m e d  b e t w e e n  N02 t r e a t e d  
a , - P I  a n d  HNE w e r e  a n a l y z e d  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  a s  sho w n  i n  
F i g u r e  6 . N a t i v e  a , - P I  ( l a n e  2} w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  
5 3 ,0 0 0  fo r m e d  a  s t a b l e  c o m p le x  w i t h  HNE ( l a n e  1 ) ,  m o l e c u l a r  
w e i g h t  3 0 ,0 0 0  B a r r e t t  ( 1 9 8 1 ) ,  w h ic h  g i v e s  a  t o t a l  a , -P l :H N E  
c o m p le x  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  7 8 ,0 0 0  ( l a n e  3 ) ,  d u e  t o  t h e  
r e l e a s e  o f  a  5 , 0 0 0  M, f r a g m e n t  f ro m  t h e  C - t e r m i n a l  p o r t i o n  
o f  a , - P I  u p o n  r e a c t i o n  w i t h  p r o t e i n a s e s  ( T r a v i s  & S a l v e s e n ,  
1 9 8 3 ) .  W ith  i n c r e a s i n g  m o l a r  r a t i o s  o f  N02: c r , - P I ,  t h e  
i n h i b i t o r  s e e m s  t o  l o o s e  a  p o r t i o n  o f  i t s  a b i l i t y  t o  f o r m  a  
s t a b l e  c o m p le x  w i t h  HNE. T h i s  c a n  b e  s e e n  a s  a  s l i g h t  
i n c r e a s e  i n  t h e  r e s i d u a l  HNE a s  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  N02:o t i -P I  
increases. Concurrent with this increase in residual HNE,
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F i g u r e  5 .  T he  E f f e c t  o f  N03 o n  t h e  I n h i b i t i o n  o f  HNE b y  a , -  
P I .  NOj w as  b u b b l e d  t h r o u g h  20 n m o le s  (1 0 4 0  /ig )  o f  a ,~ P I  i n  
5 m l o f  0 . 1  M NaH2P04 pH 7 . 4  a t  a  f l o w  r a t e  o f  9 . 7  n m o le s  
N02/m in  f o r  up  t o  3 0 h o u r s ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  m o l a r  r a t i o s  
o f  N02:oc,~PI o f  1 0 0 : 1 ,  2 0 0 : 1 ,  4 0 0 : 1 ,  a n d  8 0 0 : 1 .  N02 e x p o s e d
0 , - P I  w as  a s s a y e d  by m e a s u r i n g  i t s  i n h i b i t i o n  o f  HNE 
a c t i v i t y  f o l l o w i n g  p r e i n c u b a t i o n  o f  en zy m e  a n d  i n h i b i t o r  f o r  
1 h o u r .  E ach  d a t a  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  t h e  a v e r a g e  o f  4 
a s s a y s  a n d  e r r o r  b a r s  i n d i c a t e  t h e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  
m e an .
2 U ^
12.7~V
6 . 4 - %
*
F i g u r e  6 . E l e c t r o p h o r e s i s  o f  a , -P I :H N E  C o m p le x e s .  N a t i v e  
a n d  N02 e x p o s e d  a , - P I  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  HNE a t  a  1 : 1  m o l a r  
r a t i o  o f  enzym e t o  i n h i b i t o r  f o r  30 m i n u t e s  a t  pH 7 . 4 .  
I n c u b a t i o n s  w e r e  s t o p p e d  b y  TCA p r e c i p i t a t i o n  a n d  20 p g  o f  
p r o t e i n  w as  l o a d e d  i n  e a c h  w e l l  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  SDS 
s a m p l e  b u f f e r .  L a n e  1 N a t i v e  HNE, L a n e  2 N a t i v e  a , - P I ,  L an e  
3 N a t i v e  a , - P I  + HNE, L a n e  4 1*00:1 +  HNE, L a n e  5 2 0 0 : 1  +
HNE, L a n e  6 4 0 0 : 1  + HNE, L an e  7 8 0 0 : 1  + HNE.
m
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t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  a  d e c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  c o m p le x  
f o r m a t i o n  a s  t h e  NOj c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e s .
To e x a m in e  w h e t h e r  N02 e x p o s u r e  o f  c tj-P I  c a u s e d  a  l o s s  
o f  i t s  i m m u n o l o g i c a l  r e a c t i v i t y ,  immuno d o t - b l o t  a s s a y s  w e r e  
c o n d u c t e d  w i t h  p o l y c l o n a l  a n d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  F i g u r e  
7 i s  a  r e p r e s e n t a t i v e  d o t - b l o t ,  w h ic h  w as  q u a n t i f i e d  by  
d e n s i t o m e t r i c  s c a n n i n g  o f  t h e  p h o t o g r a p h i c  n e g a t i v e  a n d  t h e  
d a t a  a r e  g r a p h i c a l l y  d e p i c t e d  i n  F i g u r e  8 . T h e  r e s u l t s  i n  
F i g u r e s  7 a n d  8 i n d i c a t e d  t h a t  w i t h  i n c r e a s i n g  m o l a r  r a t i o s  
o f  N02:c r , -P I  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t y  o f  o tj-P I d e c r e s e s ,  r e l a t i v e  
t o  c o n t r o l  a , - P I .  E s s e n t i a l l y ,  i d e n t i c a l  r e s u l t s  w e r e  
o b t a i n e d  w i t h  e i t h e r  m o n o c lo n a l  o r  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s ;  
w i t h  a  50% l o s s  i n  t h e  i m m u n o r e a c t i v e  r e s p o n s e  a t  m o l a r  
r a t i o s  o f  1 0 0 : 1  a n d  g r e a t e r .  T he  r e s u l t s  o f  t h e  i n h i b i t o r y  
a c t i v i t y  a s s a y s ,  t h e  m o l a r  s t o i c h i o m e t r y  c o m p le x  f o r m a t i o n  
g e l s ,  a n d  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t y  a s s a y s  s u g g e s t  t h a t  t h e  l o s s  
o f  a p P l  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  a n d  i m m u n o r e a c t i v e  r e s p o n s e  may 
b e  r e l a t e d  t o  a  l o s s  o f  s o l u b l e  p r o t e i n  t h a t  o c c u r s  a s  a  
r e s u l t  o f  N02 e x p o s u r e .  To t e s t  t h i s  h y p o t h e s i s  i n  t h e  d o t -  
b l o t  a s s a y  s y s t e m ,  s a m p l e s  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  0 . 4 5  p 
c e l l u l o s e  a c e t a t e  m em b ran es  p r i o r  t o  a p p l i c a t i o n  t o  t h e  
m em b ra n e ,  a n d  a  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w as  p e r f o r m e d  o n  t h e  
l i n e a r i t y  o f  t h e  i m m u n o r e a c t i v e  r e s p o n s e  a t  e a c h  e x p o s u r e  
l e v e l  o v e r  a  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s .  S i n c e  t h e  m o n o c l o n a l  
a n d  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  h a d  g i v e n  e q u a v a l e n t  r e s p o n s e s  i n  
p r e v i o u s  a s s a y s  a n d  m ore  o f  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i s e r a  w as
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F i g u r e  7 .  Im m unoenzym e A s s a y  o f  C o n t r o l  a n d  N02 E x p o s e d  c*i- 
P I  (1  n m o l / m l ) .  S a m p le s  w e r e  m ade .02% i n  SDS a n d  b o i l e d  
f o r  5 m i n u t e s .  S a m p le s  w e r e  t h e n  b l o t t e d  o n t o  
n i t r o c e l l u l o s e  a t  t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  i n c u b a t e d  
w i t h  e i t h e r  m o u se  m o n o c l o n a l  o r  r a b b i t  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  
f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  h o r s e r a d d i s h  p e r o x i d a s e  
c o n j u g a t e d  s e c o n d a r y  a n t i b o d i e s  t o  m ouse  o r  r a b b i t  Ig G .  T h e  
c o l o r  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  m em brane  w as  a c c o m p l i s h e d  u s i n g  4 -  
c h l o r o - l - n a p h t h o l  s u b s t r a t e .
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F i g u r e  8 . N02 E x p o s e d  c ^ - P I  I m m u n o r e a c t i v i t y .  T h e  p e r c e n t
r e s p o n s e  r e p r e s e n t s  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t y  f o r  c o n t r o l  a n d  N02 
e x p o s e d  a ^ - P I  w i t h  p o l y c l o n a l  (— • — ) a n d  m o n o c l o n a l  ( - - □ —)
a n t i b o d i e s .  T h i s  w as  c a l c u l a t e d  b y  d i v i d i n g  t h e  p e a k  a r e a s  
f o r  e a c h  d o t  i n  t h e  10 n g  l a n e  o f  F i g u r e  9 b y  t h e  c o n t r o l  
v a l u e .
a v a i l a b l e ,  t h e  a s s a y  w as  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d y .  T he  r e s u l t i n g  d o t - b l o t  i s  sho w n  i n  F i g u r e  9 .  T h e  
p h o t o g r a p h i c  n e g a t i v e  o f  t h e  b l o t  i n  F i g u r e  9 w as  
q u a n t i t a t e d  b y  d e n s i t o m e t r i c  s c a n n i n g .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s e s  
w e r e  p e r f o r m e d  o n  t h e  d a t a  a f t e r  c o n v e r t i n g  t h e  r e s p o n s e s  
f o r  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  o f  o tj-P l t o  a  p e r c e n t  o f  t h e  c o n t r o l  
a t  t h a t  0 |-PX c o n c e n t r a t i o n  ( F i g u r e  1 0 ) .  T h e s e  d a t a  
( F i g u r e s  9 a n d  1 0 ) ,  u s i n g  f i l t e r e d  a , - P I ,  s a m p l e s  show  t h a t  
a p p r o x i m a t e l y  40% o f  t h e  i m m u n o r e a c t i v i t y  w as  l o s t  w i t h  
i n c r e a s i n g  e x p o s u r e  t o  N02. O - P h t h a l a l d e h y d e  (OPA) p r o t e i n  
a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d ,  e s s e n t i a l l y  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  
o f  P e t e r s o n  (1 9 8 3 )  ( F i g u r e  1 1 ) ,  o n  t h e  f i l t e r e d  c tj-P I  
s a m p l e s  t o  a d d r e s s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  l o s s  o f  
i m m u n o r e a c t i v i t y  w as  d u e  t o  p r e c i p i t a t i o n  o f  c r ,-P l  u p o n  
e x p o s u r e  t o  N0 2. A p l o t  o f  t h e  r e l a t i v e  f l u o r e s c e n c e  
r e s u l t i n g  f ro m  t h e  r e a c t i o n  o f  a , - P I  s a m p l e s  w i t h  OPA 
r e l a t i v e  t o  c o n t r o l  a , - P I  s a m p l e s  i s  s i m i l a r  t o  t h e  
i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  a s s a y s  ( F i g u r e  5) a s  w e l l  a s  t h e  
i m m u n o r e a c t i v i t y  a s s a y s ,  ( F i g u r e s  8 a n d  10) i n d i c a t i n g  t h a t  
t h e  d e c r e a s e s  i n  a , - P I  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  a n d  
i m m u n o r e a c t i v i t y  m o s t  p r o b a b l y  r e s u l t e d  f r o m  a  l o s s  o f  
s o l u b l e  p r o t e i n  u p o n  e x p o s u r e  t o  N02.
W ith  i n c r e a s i n g  e x p o s u r e  o f  a j - P I  t o  N02, i t  w as  n o t e d  
t h a t  t h e  c o l o r  o f  t h e  s o l u t i o n  c h a n g e d  f r o m  c l e a r  t o  
s l i g h t l y  y e l l o w ,  a n d  a  p r e c i p i t a t e  w as  b a r e l y  v i s i b l e  a f t e r  
t h e  h i g h e s t  e x p o s u r e  l e v e l s  (30  h o u r s ) . C e n t r i f u g a t i o n  o f
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F i g u r e  9 .  Im m unoenzym e A s s a y  o f  C o n t r o l  a n d  N02 E x p o s e d  a , -  
P I  ( 4 n m o l / m l ) .  S a m p le s  w e r e  f i l t e r e d  t h e n  m ade  .02% i n  SDS 
a n d  b o i l e d  f o r  5 m i n u t e s  a n d  b l o t t e d  o n t o  n i t r o c e l l u l o s e  a t  
t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n s .  R a b b i t  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  
w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  m em brane  f o l l o w e d  b y  h o r s e r a d d i s h  
p e r o x i d a s e  c o n j u g a t e d  a g a i n s t  R a b b i t  IgG  s e c o n d a r y  
a n t i b o d i e s ,  f o l l o w e d  b y  c o l o r  d e v e l o p m e n t  w i t h  4 - c h l o r o - l -  
n a p h t h o l  s u b s t r a t e .
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Molar Ratio NO, : A lpha-1-P I
F i g u r e  1 0 .  S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s  o f  C o n t r o l  a n d  N02 E x p o s e d  
a , - P I  I m m u n o r e a c t i v i t y ,  I m m u n o r e a c t i v i t y  w as  d e t e r m i n e d  b y  
d i v i d i n g  t h e  p e a k  h e i g h t s  o b t a i n e d  f r o m  s c a n n i n g  d o t - b l o t s  
b y  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c t ,-P I  i n  t h e  o r i g i n a l  s a m p l e  b e f o r e  
f i l t r a t i o n .  P e r c e n t  i m m u n o r e a c t i v i t y  w as  c a l c u l a t e d  
r e l a t i v e  t o  t h e  u n e x p o s e d  a , - P l  c o n t r o l .  E r r o r  b a r s  
r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  m ean f o r  e a c h  e x p o s u r e  
l e v e l .
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F i g u r e  1 1 .  T o t a l  P r o t e i n  D e t e r m i n a t i o n  o n  C o n t r o l  a n d  N02 
E x p o s e d  a , - P I  by  t h e  OPA M e th o d .  T he  f l u o r e s c e n c e  o f  e a c h  
s a m p l e  w as  m e a s u r e d  r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l  w h ic h  w as  s e t  t o  
100% r e l a t i v e  f l u o r e s c e n c e ,  w i t h  340  nm e x c i t a t i o n  a n d  340 
nm e m i s s i o n .
t h e  4 0 0 : X a n d  8 0 0 : X N02 e x p o s e d  o tj-P I s a m p l e s  a t  5000  x  g  f o r  
5 m i n u t e s  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  y e l l o w ,  i n s o l u b l e  
m a t e r i a l .  T h i s  y e l l o w  p r e c i p i t a t e  w as  e x a m in e d  v i a  SDS-PAGE 
a n d  a m in o  a c i d  a n a l y s i s .  F i g u r e  12  s h o w s  t h e  
e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  o f  t h e  y e l l o w ,  i n s o l u b l e  4 0 0 : 1  a n d  
8 0 0 : 1  p r e c i p i t a t e s  a f t e r  p a r t i a l  s o l u b i l i z a t i o n  i n  2% SDS. 
N o te  t h e  p r e s e n c e  o f  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  p e p t i d e s  i n  l a n e s  
2 ,  3 ,  4 ,  a n d  5 ,  i n d i c a t i n g  t h e  g e n e r a t i o n  o f  s m a l l  p e p t i d e  
f r a g m e n t s .  T h e r e  w e r e  no  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  p a t t e r n s  f r o m  
t h e  p r e c i p i t a t e s  r e s u l t i n g  f r o m  e x p o s u r e  i n  t h e  l i g h t  ( l a n e  
4) v s .  t h e  d a r k  ( l a n e  5 ) .
To o b t a i n  m o re  o f  t h i s  p r e c i p i t a t e  orj-PI w as  e x p o s e d  t o  
NOj a t  a  m o l a r  r a t i o  o f  N02:ct|-FX o f  1 , 6 0 0 : 1  (60  h r s ) . Amino 
a c i d  a n a l y s i s  o f  n a t i v e  a , - P I  a n d  o f  t h e  y e l l o w ,  i n s o l u b l e  
m a t e r i a l  f ro m  t h e  1 , 6 0 0 : 1  e x p o s u r e  a r e  sho w n  i n  T a b l e  I I I .  
T h e  r e s u l t s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  y e l l o w  p r e c i p i t a t e d  m a t e r i a l  
w as  a t- P I  i n  w h ic h  t h e  v a l u e s  f o r  t h e  h y d r o x y l  a m in o  a c i d s  
s e r i n e ,  t h r e o n i n e ,  a n d  t y r o s i n e  w e r e  e x t r e m e l y  lo w  r e l a t i v e  
t o  n a t i v e  a | - P I .  A l s o  f e w e r  l y s i n e  r e s i d u e s  w e r e  f o u n d ,  a s  
c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t e n t  b a s e d  o n  s e q u e n c e  d a t a  ( C a r r e l l  e t  
a l .  1 9 8 2 ) .  A r g i n i n e  a p p e a r e d  t o  h a v e  i n c r e a s e d  t o  9 t i m e s  
t h e  e x p e c t e d  l e v e l .  I t  i s  s u s p e c t e d  t h a t  t h i s  i n c r e a s e  i n  
a r g i n i n e  r e p r e s e n t s  a  p r e v i o u s l y  u n d e s c r i b e d  m o d i f i e d  a m in o  
a c i d  d e r i v a t i v e  t h a t  i s  e l u t i n g  i n  t h e  sam e  p o s i t i o n  a s  
a r g i n i n e .
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F i g u r e  1 2 .  SDS-PAGE A n a l y s i s  o f  t h e  Y e l lo w  I n s o l u b l e  
M a t e r i a l  F o rm ed  f ro m  N02 E x p o s u r e  o f  a , - P I .  L a n e  1 25 p g  o f  
C o n t r o l  at(—P I , L a n e  2 4 0 0 : 1  c r ,-P I p r e c i p t i a t e ,  L a n e  3 8 0 0 : 1  
o ^ -P I  p r e c i p i t a t e ,  L a n e  4 25 p g  o f  8 0 0 : 1  a , - P I  ( L i g h t  
r e a c t i o n ) ,  L a n e  5 25 p g  o f  8 0 0 : 1  o ^ -P I  (D a rk  r e a c t i o n ) .  
A p p r o x i m a t e l y  25 p g  o f  p r o t e i n  w as  l o a d e d  i n  e a c h  w e l l ,  
e x c e p t  i n  L a n e s  2 a n d  3 w h e r e  t h e  t o t a l  p r e c i p i t a t e  w as  
d i s s o l v e d  i n  50 p i  SDS s a m p l e  b u f f e r  a n d  25 p i  w as  l o a d e d  
i n t o  w e l l s .  M o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d s  w e r e  a p p l i e d  t o  
o u t e r m o s t  l a n e s  a n d  w e r e ,  a s  i n d i c a t e d ,  p h o s p h o r y l a s e  b  (100  
k D a ) , t r a n s f e r r i n  (78  k D a ) , BSA (67  k D a ) , c a r b o n i c  a n h y d r a s e  
(29  k D a ) ,  s o y b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t o r  (2 1  k D a ) ,  c y t o c h r o m e  c  
( 1 2 . 7  k D a ) ,  a n d  T r a s y l o l  ( 6 . 4  k D a ) .
T a b l e  I I I .  Amino A c i d  A n a l y s i s  o f  MSA H y d r o l y z a t e s  o f  
N a t i v e  o , - P I  a n d  o f  t h e  Y e l lo w ,  I n s o l u b l e ,  P r e c i p i t a t e d  
M a t e r i a l  F o rm ed  i n  t h e  1 6 0 0 : 1  N02 E x p o s e d  a t- P I  S a m p le .
R e s i d u e s / m o l e R e s i d u e s / m o l e
AA N a t i v e not E xD osed R e s  /m o l '
Asp 49 4 8 . 1 49
G lu 50 5 0 . 5 54
S e r 19 5 . 1 21
G ly 26 2 9 .3 24
H is 9 14 13
T h r 22 15 25
A la 20 25 24
A rg 6 63 7
P r o 9 35 13
T y r 6 1 6
V a l 26 29 27
M et 7 6 . 1 9
H e 18 2 2 . 1 19
L eu 50 4 7 . 5 50
P h e 27 2 7 .3 28
L ys 35 2 7 .3 39
* B a s e d  o n  t h e  a m in o  a c i d  s e q u e n c e  ( C a r e l l  e t  a l .  1 9 8 2 ) .
A b s o r p t i o n  s p e c t r a  f o r  n a t i v e  a n d  N02 e x p o s e d  c tj-P I  a r e  
sho w n  i n  F i g u r e  1 3 .  F i g u r e  13 (A) r e v e a l s  t h a t  t h e r e  i s  
g e n e r a l l y  a  72% i n c r e a s e  i n  t h e  280  nm a b s o r b a n c e  o f  t h e  N02 
e x p o s e d  a , - P I  s a m p l e s  r e l a t i v e  t o  n a t i v e  o , - P I .  T h i s  
a b s o r b a n c e  i n c r e a s e  w as  e v e n  g r e a t e r  a f t e r  72 h o u r s  o f  
e x p o s u r e  w i t h  n i t r o g e n  c a r r i e r  g a s  o n l y ,  i n d i c a t i n g  t h a t  i t  
w as  n o t  d u e  t o  N02 F i g u r e  13 ( s c a n  f ) . T h e  s p e c t r a  r e v e a l  
t h a t  t h e r e  i s  a  4 . 7  f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  280  nm a b s o r b a n c e  
r e l a t i v e  t o  n a t i v e  a , - P I .  To d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h i s  w as  a  
g e n e r a l  e f f e c t  w i t h  p r o t e i n s  a s  o p p o s e d  t o  a  s p e c i f i c  e f f e c t  
w i t h  a j - P l ;  l  m g /m l s o l u t i o n s  o f  HSA ( n a t i v e ) , F i g u r e  13 
B ( s c a n  g ) : w e re  b u b b l e d  w i t h  a r g o n  f o r  36 h o u r s ,  F i g u r e  13 
B ( s c a n  h) , a n d  w i t h  N2 f o r  35 h o u r s ,  F i g u r e  13 B ( s c a n  i ) . 
C l e a r l y ,  t h e  N2 b u b b l e d  HSA show ed  a  37% i n c r e a s e  i n  t h e  280  
nm a b s o r b a n c e  r e l a t i v e  t o  n a t i v e  HSA, w h e r e a s  a r g o n  b u b b l e d  
HSA r e m a i n e d  u n a f f e c t e d .
T he  i d e n t i t y  o f  t h e  p e a k  a t  356  nm p r e s e n t  i n  t h e  UV- 
V i s i b l e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  t h e  4 0 0 : 1  a n d  8 0 0 : 1  HOz 
e x p o s e d  a r ,-F I  s a m p l e s  ( F i g u r e  13 A) w as d e t e r m i n e d  t o  b e  
s o d iu m  n i t r i t e  (NaN02) t h a t  i s  g e n e r a t e d  i n  s i t u  b y  t h e  
r e a c t i o n  o f  N02 w i t h  NaH2P04. I n i t i a l l y ,  t h e  356  nm 
a b s o r p t i o n  p e a k  w as  b e l i e v e d  t o  b e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  
a c i d i c  fo rm  o f  n i t r o t y r o s i n e  \ , m 356  nm a t  pH 3 . 6  a s  show n  
b y  P r u t z  e t  a l .  ( 1 9 8 5 ) .  H o w ev e r ,  a m in o  a c i d  a n a l y s i s  o f  
t h e s e  s a m p l e s  r e v e a l e d  no r e d u c t i o n  i n  t h e  t y r o s i n e : g l y c i n e
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F i g u r e  13 ( A ) . U V - V i s i b l e  A b s o r p t i o n  S p e c t r a  f o r  N a t i v e  a n d  
NOj E x p o s e d  a , - P I  {4 n m o l / m l ) , a n d  72 h o u r .  N i t r o g e n  B u b b le d  
C o n t r o l  a t ,-P I  ( f ) (4 n m o l /m l )  . A b s o r p t i o n  s p e c t r a  w e re  
m o n i t o r e d  a t  a  s c a n  r a t e  o f  1 . 0  n m / s e c  b e tw e e n  215 a n d  500 
nm. (a )  n a t i v e  a , - P I ,  (b) 1 0 0 : 1 ,  ( c )  8 0 0 : 1 ,  (d )  4 0 0 : 1 ,  (e )  
2 0 0 : 1 .
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F i g u r e  13 ( B ) . U V - V i s i b l e  A b s o r p t i o n  S p e c t r a  o f  lm g /m l  
s o l u t i o n s  o f  HSA. A b s o r p t i o n  s p e c t r a  w e r e  m o n i t o r e d  a t  a  
s c a n  r a t e  o f  1 , 0  n m /s e c  b e tw e e n  215  a n d  500  nm. (g )  N a t i v e  
HSA; (h )  A rg o n  b u b b l e d  HSA; ( i )  N i t r o g e n  b u b b l e d  HSA.
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r a t i o s  ( T a b l e  I V ) , w h ic h  i s  a n  i n d i c a t o r  o f  n i t r o t y r o s i n e  
f o r m a t i o n .
T h e  i n  v i t r o  e f f e c t s  o f  N02 o n  t h e  a c t i v i t y  a n d  
i m m u n o r e a c t i v i t y  o f  hum an o tj-P I t h a t  w as  p u r i f i e d  t o  
h o m o g e n e i t y  i n  a n  a c t i v e  fo rm  f ro m  o u t d a t e d  b l o o d  b a n k  
p l a s m a  h a v e  b e e n  e x a m i n e d .  T h e  i n i t i a l  f i n d i n g s  o f  a  50% 
r e d u c t i o n  i n  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  a n d  i m m u n o r e a c t i v i t y  u p o n  
NOj e x p o s u r e  a r e  s u s p e c t e d  t o  r e s u l t  p r i m a r i l y  f r o m  a  l o s s  
o f  s o l u b l e  p r o t e i n  d u e  t o  p r e c i p i t a t i o n  i n  t h e  i n  v i t r o  
e x p o s u r e  s y s t e m .  H o w ev e r ,  m ore  i n t e r e s t i n g  i s  t h e  
p o s s i b i l i t y  t h a t  N02 h a s  a  d i r e c t  o x i d a t i v e  e f f e c t ,  i n  
g e n e r a l ,  o n  t h e  s t r u c t u r e  o f  p r o t e i n s .  T h i s  p o s s i b i l i t y  w as 
e x a m in e d  f u r t h e r  b y  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t s  o f  N02 ( i n  a r g o n )  
o n  b o v i n e  l ig a m e n tu m  n u c h a e  e l a s t i n ,  p o l y - L - l y s i n e ,  a n d  t h e  
s e r u m  a l b u m i n s .
TABLE IV .
AMINO ACID ANALYSIS OF CONTROL AND N02 EXPOSED a , - P I
R a t i o  NOjraj-P T  R a t i o  ( r e s i d u e / r e s i d u e )  T v r  ( R e s / m o l e l
T y r : G l y T y r r A l a
CONTROL 0 .2 5 7 0.1B8 6
8 0 0 : 1 0 .2 8 5 0 .2 1 5 6 . 6 5
E x p o s u r e  o f  3H - E l a s t i n . T he  e x p o s u r e  o f  JH - e l a s t i n  t o  
NOj f o r  9 ,  1 8 ,  3 6 ,  a n d  72 h o u r s  r e s u l t e d  i n  t h e  r e a c t i o n  o f  
1 5 ,  3 0 ,  6 0 ,  a n d  120  /u n o le s  o f  N02 w i t h  t h e  t a r g e t  p r o t e i n  
s a m p l e s  a t  t h e  c o r r e s p o n d i n g  t i m e  p o i n t s .  C o n t r o l  s a m p l e s  
w e r e  t r e a t e d  w i t h  a r g o n  f o r  t h e  sam e  l e n g t h s  o f  t i m e .
E l a s t i n  w as  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 ,0 0 0  x  a  f o r  15 
m i n u t e s ,  g i v i n g  s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  f o r  e a c h  
e x p o s u r e  l e v e l .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  a m in o  a c i d  a n a l y s e s  o f  
b o t h  f r a c t i o n s  a r e  show n i n  T a b l e  V. W ith  i n c r e a s i n g  
e x p o s u r e  t o  N02, t h e  t o t a l  m ic r o g r a m s  o f  3H - d i m e t h y l l y s i n e  
i n c r e a s e d  i n  t h e  s o l u b l e  f r a c t i o n  a n d  a  c o r r e s p o n d i n g  
d e c r e a s e  w as  o b s e r v e d  i n  t h e  t o t a l  m ic r o g r a m s  o f  3H - 
d i m e t h y l l y s i n e  p r e s e n t  i n  t h e  i n s o l u b l e  f r a c t i o n .  From 
a m in o  a c i d  a n a l y s e s  t h e  p e r c e n t a g e s  o f  3H - d i m e t h y l l y s i n e  
a p p e a r i n g  i n  t h e  s o l u b l e  f r a c t i o n s  a t  t h e  v a r i o u s  t i m e  
p o i n t s  a r e  d i s p l a y e d  i n  F i g u r e  1 4 .  T h e s e  d a t a  d e m o n s t r a t e  
t h a t  80% o f  t h e  3H - d i m e t h y l l y s i n e  r e s i d u e s  i n  t h e  i n s o l u b l e  
c o n t r o l  3H - e l a s t i n  w e r e  l i b e r a t e d  i n t o  t h e  s u p e r n a t a n t  a f t e r  
72 h o u r s  o f  e x p o s u r e  o r  a  t o t a l  o f  120 / m o l e s  o f  N02. O t h e r  
c a l c u l a t i o n s ,  b a s e d  s o l e l y  on  s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y ,  l e d  t o  
a  s i m i l a r  p l o t  i n  F i g u r e  1 4 .  T h e s e  r e s u l t s ,  s u g g e s t i n g  a  
p r e f e r e n t i a l  r e a c t i v i t y  o f  NOa a t  l y s i n e  r e s i d u e s ,  l e d  t o  
e x p o s u r e  s t u d i e s  w i t h  3H - p o l y - L - l y s i n e  a s  t h e  t a r g e t  
m o l e c u l e .
Table V: 3H-Dimethyllysine Release From Control and N02 Exposed 3H-Elastin
N02 E x p o s u r e n o 2 3H -D im e t h y  l l y s i n e b
f h r s l u m o l e s C o u n t s p e r  m in u te * net
S o l u b l e I n s o l u b l e S o l u b l e I n s o l u b l e
CONTROL 0 4 , 9 6 8 8 7 , 7 6 6 7 . 6 1 1 3 . 8
9 15 2 8 , 1 6 1 6 2 ,2 1 2 1 8 . 9 9 5 . 1
18 30 3 0 , 4 2 0 4 3 , 2 3 2 2 8 . 5 5 6 . 7
36 60 4 5 , 4 8 6 3 4 , 7 7 6 3 2 . 0 5 4 .  6
7 2 12 0 7 3 , 7 7 3 1 8 ,1 8 6 9 0 . 0 1 1 . 3
* D a t a  a r e  r e l a t i v e  t o  t h e  5 mg 3H - E l a s t i n  s a m p l e  t h a t  w a s  e x p o s e d .  b D e t e r m i n e d  b y  a m in o  
a c i d  a n a l y s i s .
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F i g u r e  1 4 .  3H - D i m e t h y l l y s i n e  R e l e a s e  f r o m  N02 E x p o s e d  3H- 
E l a s t i n .  B a s e d  on  t h e  a m in o  a c i d  a n a l y s i s  o f  t h e  s o l u b l e  
f r a c t i o n  a f t e r  N02 e x p o s u r e  o f  3H - E l a s t i n ,  t h e  t o t a l  
m ic r o g r a m s  o f  3H - d i m e t h y l l y s i n e  s o l u b i l i z e d  a r e  d i s p l a y e d  a s  
a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  i n s o l u b l e  c o n t r o l  (— • — ) .  T o t a l  
s o l u b i l i z e d  r a d i o a c t i v i t y  i n  c o u n t s  p e r  m i n u t e  a r e  a l s o  
d i s p l a y e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  3H - E l a s t i n  t a r g e t  s a m p l e
f o r  N02~ e x p o s e d  e l a s t i n  ( —H —) a n d  s i m i l a r l y  f o r  t h e  A rg o n  
b u b b l e d  c o n t r o l  3H - E l a s t i n  .
E x p o s u r e  o f  3H - p q 1 v - L - l y s i n e . To i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  
NO] w as  r e a c t i n g  a t  l y s i n e  r e s i d u e s ,  a s  s u g g e s t e d  b y  t h e  
r e l e a s e  o f  3H - d i m e t h y l l y s i n e  f r o m  e l a s t i n ,  3H - l a b e l e d  p o l y - L -  
l y s i n e  (8  n m o le s  o f  N - t e r m i n i )  w as  t r e a t e d  w i t h  N02 f o r  72 
h o u r s  (1 2 0  / im o le s  N02; 38 m o le s  N02 p e r  m o le  o f  l y s i n e  s i d e  
c h a i n s ) . T h e  u s e  o f  t h i s  s o l u b l e  t a r g e t  m o l e c u l e  a l l o w e d  
g e l  f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s e s  o f  t h e  p o l y p e p t i d e  
b e f o r e  a n d  a f t e r  e x p o s u r e .  E x p o s u r e  o f  3H - p o l y - L - l y s i n e  a t  
a  m o l a r  r a t i o  o f  1 5 , 0 0 0 : 1  ( m o le s  N02:m o le s  o f  p e p t i d e ;  3 8 : 1  
m o le s  N O jim ole  o f  l y s i n e  r e s i d u e s )  r e s u l t e d  i n  e x t e n s i v e  
p e p t i d e  b o n d  c l e a v a g e  o f  t h e  n a t i v e  5 0 ,0 0 0  M, p e p t i d e .
F i g u r e  IS  (A) s h o w s  t h e  e l u t i o n  p a t t e r n  o f  t h e  a r g o n - t r e a t e d  
c o n t r o l  3H - p o l y - L - l y s i n e  a n d  F i g u r e  15 (B) sh o w s  t h e  e l u t i o n  
p a t t e r n  o f  t h e  p r o d u c t s  f r o m  t h e  72 h o u r  N02 e x p o s e d  s a m p l e .  
F r a c t i o n s  w e r e  m o n i t o r e d  b y  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  
a n d  a b s o r b a n c e  a t  214 nm t o  d e t e c t  t h e  r a d i o a c t i v e  l a b e l  a n d  
p e p t i d e  b o n d s ,  r e s p e c t i v e l y .  N a t i v e  3H - p o l y - L - l y s i n e  (M,s=30- 
7 0 ,0 0 0 )  e l u t e d  f ro m  t h e  c o lu m n  w i t h i n  t h e  v o i d  v o lu m e  w i t h  a 
95% r e c o v e r y  o f  t h e  l a b e l ,  w h e r e a s  t h e  p r o d u c t s  f r o m  t h e  72 
h o u r  NO] e x p o s e d  s a m p l e  e l u t e d  w i t h i n  t h e  i n t e r n a l  c o lu m n  
v o lu m e  (V,) , w i t h  a  97% r e c o v e r y  o f  t h e  l a b e l .  S i n c e  N02 
a b s o r b s  a t  210  nm, t h e  r e l a t i v e l y  l a r g e  214 nm a b s o r b a n c e  
p e a k  i n  t h e  Vt r e g i o n  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  b o t h  p e p t i d e s  a n d  
d i s s o l v e d  N02. B a s e d  o n  t h e  f r a c t i o n a t i o n  r a n g e  o f  
S e p h a d e x  G -2 5 ,  t h e  p e p t i d e s  g e n e r a t e d  f ro m  t h e  N02 
e x p o s u r e  o f  3H - p o l y - L - l y s i n e  a r e  e s t i m a t e d  t o  b e  i n  t h e
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FRACTION NUMBER
F i g u r e  1 5 .  G e l  F i l t r a t i o n  A n a l y s i s  o f  C o n t r o l  a n d  N02 
E x p o s e d  3H - p o l y - L - l y s i n e .  (A) E l u t i o n  p r o f i l e  o f  C o n t r o l  3H- 
p o l y - L - L y s i n e  (4 7 0  jug; 4 . 2  x  10 6 CPM) o n  a  S e p h a d e x  G -25  
c o lu m n  (1  x 37 cm ) ,  p r e v i o u s l y  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 . 2  M 
ammonium b i c a r b o n a t e  b u f f e r  pH 8 . 1 .  (B) E l u t i o n  p r o f i l e
f r o m  t h e  sam e c o lu m n  o f  p r o d u c t s  p r o d u c e d  b y  e x p o s u r e  o f  3H- 
p o l y - L - l y s i n e  ( 1 1 ,2  / ig ;  1 . 0  x 1 0 J CPM) t o  N02 f o r  72 h o u r s  
(1 2 0  j r n o l e s ) . F r a c t i o n s  o f  300 jul w e re  c o l l e c t e d  a t  a  f l o w  
r a t e  o f  150  / * l / m i n # a n d  o n e  h a l f  o f  t h e  v o lu m e  w as  u s e d  f o r  
l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  (— • — ) .  T h e  r e m a i n i n g  h a l f  
w as  d i l u t e d  1 : 2  i n  dH20  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  p e p t i d e  
b o n d  a t  214 nm w as  m o n i t o r e d  ( - - ■ - - ) .
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Mr r a n g e  o f  1 - 3 , 0 0 0 .  T h e s e  r e s u l t s  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e  t h a t  
e x p o s u r e  o f  3H - p o l y - L - l y s i n e  t o  N02 c a u s e d  s u b s t a n t i a l  
f r a g m e n t a t i o n  o f  p o l y - L - l y s i n e .
E x p o s u r e  o f  BSA. B a s e d  on  t h e  p r e v i o u s  r e s u l t s ,  
i n d i c a t i n g  p e p t i d e  b o n d  c l e a v a g e  a t  L y s  r e s i d u e s  i n  b o t h  
e l a s t i n  a n d  p o l y - L - l y s i n e ,  s i m i l a r  e x p e r i m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d  u s i n g  s e r u m  a l b u m i n s  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  
o b s e r v e d  r e a c t i o n s  o c c u r r e d  a t  a l l  L y s  r e s i d u e s  o r  w h e t h e r  
t h i s  r e a c t i o n  w as  l i m i t e d  i n  n a t u r e .  I n i t i a l l y ,  75  n m o le s  
o f  3H-BSA w e r e  e x p o s e d  f o r  72 h o u r s  t o  120  / m o l e s  N02 
( 1 6 0 0 : 1 ;  N02:BSA m o l a r  r a t i o ) ,  a n d  s a m p l e s  w e r e  f i l t e r e d  
t h r o u g h  0 . 4 5  m i c r o n  c e l l u l o s e  a c e t a t e  m e m b ra n e s  p r i o r  t o  
c h r o m a t o g r a p h y  on  S e p h a d e x  G -5 0 .  F i g u r e  16 (A) s h o w s  t h e  
e l u t i o n  p a t t e r n  o f  a r g o n  e x p o s e d  c o n t r o l  JH-BSA a n d  F i g u r e  
16 (B) s h o w s  t h e  e l u t i o n  p a t t e r n  o f  t h e  NOa e x p o s e d  s a m p l e .  
T h e  n a t i v e  JH-BSA e l u t e d  f ro m  t h e  c o lu m n  w i t h i n  t h e  v o i d  
v o lu m e  (V0) , w h e r e a s  a f t e r  72 h o u r s  o f  e x p o s u r e  t o  N02 
p r o d u c t s  e l u t e d  a t  V0 a n d  V( i n d i c a t i n g  p a r t i a l  p e p t i d e  b o n d  
c l e a v a g e  o f  t h e  n a t i v e  66  kDa p r o t e i n .  B a s e d  on  t h e  CPMs 
r e c o v e r e d  i n  e a c h  p e a k ,  30% o f  t h e  3H-BSA e l u t e d  a t  V, a f t e r  
N02 e x p o s u r e .
An SDS-PAGE t i m e  c o u r s e  a n a l y s i s  o f  N02 e f f e c t s  o n  3H - 
BSA i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  17 ( A ) . F i v e  m l o f  a  1 m g /m l 3H- 
BSA s o l u t i o n  i n  o . l  M s o d iu m  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  pH 7 . 4  w as  
e x p o s e d  w i t h  N02 a n d  s a m p l e s  w e r e  w i t h d r a w n  a t  1 2 ,  2 4 ,  3 6 ,
4 8 ,  a n d  72 h o u r s ,  r e s u l t i n g  i n  c o r r e s p o n d i n g  N02:BSA m o l a r
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FRACTION NUMBER
F i g u r e  1 6 .  G e l  F i l t r a t i o n  A n a l y s i s  o f  C o n t r o l  a n d  N02 
E x p o s e d  3H-BSA (A) E l u t i o n  p r o f i l e  o f  C o n t r o l  3H-BSA (1 2 2  
/ i g ; 1 . 3 7  x  10J CPM) w as  on  a  S e p h a d e x  G -5 0  c o lu m n  (1  x  37 
c m ) ,  p r e v i o u s l y  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 . 2  M ammonium b i c a r b o n a t e  
b u f f e r  pH 8 . 1 .  (B) E l u t i o n  p r o f i l e  f r o m  t h e  sam e  c o lu m n  o f
t h e  p r o d u c t s  p r o d u c e d  b y  t h e  e x p o s u r e  o f  3H-BSA (90  } iq ;  1 . 0  
x  10* CPM) t o  NOj f o r  72 h o u r s  (1 2 0  / i m o l e s ) . F r a c t i o n s  o f  
30 0  p i  w e r e  c o l l e c t e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  150  j u l / m i n .  a n d  o n e  
h a l f  o f  t h e  v o lu m e  w as  c o u n t e d  (— • — ) . T he  r e m a i n i n g  150 
j i l  o f  s a m p l e  w as  d i l u t e d  1 :2  i n  dH20 a n d  t h e  a b s o r b a n c e  o f  
t h e  p e p t i d e  b o n d  a t  214 nm w as m o n i t o r e d  ( - - ■ —) .
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F i g u r e  16 ( B ) .
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F i g u r e  1 7 .  SDS-PAGE A n a l y s i s  o f  JH-BSA A f t e r  E x p o s u r e  t o  
N02. L a n e  1 ,  C o n t r o l  3H-BSA (5  mg, 1 .1 8  x  103 CPM/ f i g  BSA) w as 
t r e a t e d  w i t h  a r g o n  f o r  t h e  maximum e x p o s u r e  t i m e .  A l l  
r e m a i n i n g  s a m p l e s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  N0Z a t  t h e  i n d i c a t e d  
m o l a r  r a t i o s  o f  N02: 3H-BSA. L a n e  2 , 2 6 6 : 1 ,  L a n e  3 ,  5 3 3 : 1 ,  
L a n e  4 ,  8 0 0 : 1 ,  L a n e  5 ,  1 0 6 6 : 1 ,  L a n e  6 , 1 6 0 0 : 1 .  
A p p r o x i m a t e l y  40 fig o f  p r o t e i n  w as  l o a d e d  i n t o  e a c h  w e l l .  
M o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d s  w e re  a p p l i e d  t o  o u t e r m o s t  l a n e s  
a n d  w e r e ,  a s  i n d i c a t e d ,  p h o s p h o r y l a s e  b  (95  k D a ) , g l u t a m a t e
d e h y d r o g e n a s e  (55  k D a ) ,  o v a lb u m in  (43  k D a ) ,  l a c t a t e
d e h y d r o g e n a s e  (36  k D a ) , c a r b o n i c  a n h y d r a s e  (29  k D a ) ,
l a c t o g l o b u l i n  ( 1 8 .4  k D a ) ,  a n d  c y t o c h r o m e  c  ( 1 2 .4  k D a ) .  (A)
C o o m a s s ie  B lu e  S t a i n i n g  (B) F l u o r o g r a p h y ,  d e v e l o p e d  a f t e r  a 
tw o  w eek  e x p o s u r e  a t  - 8 0 ° C .
i f f !  .
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r a t i o s  o f  2 6 6 : 1 ,  5 3 3 : 1 ,  8 0 0 : 1 ,  1 0 6 6 : 1 ,  a n d  1 6 0 0 : 1 .  T h a t  t h e  
a m o u n t  o f  BSA a g g r e g a t i o n  i n c r e a s e d  w i t h  t i m e  i s  e v i d e n t  
f r o m  t h e  C o o m a s s ie  B lu e  s t a i n i n g  ( F i g u r e  17 A) a n d  f r o m  
f l u o r o g r a p h y  ( F i g u r e  17 B) o f  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  g e l .  
I n c r e a s i n g  a m o u n ts  o f  a  y e l l o w  p r e c i p i t a t e  a p p e a r e d  a s  t h e  
e x p o s u r e s  p r o g r e s s e d  a n d  t h i s  m a t e r i a l  w as  s u s p e n d e d  b y  
v o r t e x i n g  p r i o r  t o  t h e  r e m o v a l  o f  s a m p l e s  f o r  SDS-PAGE, b u t  
t h e  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  w as  n o t  r e m o v e d .  A d d i t i o n a l l y ,  
l a b e l e d  lo w  M, f r a g m e n t s  a r e  v i s i b l e  i n  t h e  f l u o r o g r a p h  
( F i g u r e  17 B ) . Due t o  m in o r  c o n t a m i n a n t s  i n  t h e  BSA t h e  
r e s u l t s  a r e  d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t ,  b u t  p e p t i d e s  o f  l e s s  
t h a n  1 2 .4  kDa a p p e a r e d  i n  a l l  l a n e s  u p o n  e x p o s u r e  a n d  t h e  
b a n d s  a t  29 kDa se e m e d  t o  b e  i n c r e a s i n g  i n  i n t e n s i t y  w i t h  
t i m e .
To d e t e r m i n e  t h e  e x t e n t  o f  t y r o s i n e  n i t r a t i o n  t h e  
y e l l o w  p r e c i p i t a t e  f ro m  t h e  72 h o u r  t i m e  p o i n t  N02 e x p o s u r e  
o f  BSA ( 1 6 0 0 : 1 ;  N02:BSA m o l a r  r a t i o )  w as  c o l l e c t e d  by  
c e n t r i f u g i n g  1 m l (1 mg o r i g i n a l  3H-BSA) o f  t h e  s u s p e n s i o n  
a t  1 3 ,0 0 0  x  g  f o r  10 m i n u t e s .  T h i s  m a t e r i a l  w as  d i s s o l v e d  
by  b o i l i n g  f o r  10  m i n u t e s  i n  0 . 1  M s o d iu m  p h o s p h a t e  b u f f e r  
a t  pH 7 . 4  c o n t a i n i n g  1% SDS a n d  2% b e t a - m e r c a p t o e t h a n o l .  A
s m a l l  a m o u n t  o f  p r e c i p i t a t e  t h a t  w o u ld  n o t  d i s s o l v e  w as 
re m o v e d  b y  f i l t r a t i o n  t h r o u g h  a  0 .4 5  m i c r o n  c e l l u l o s e  
a c e t a t e  f i l t e r .  T he  v i s i b l e  s p e c t r u m  o f  t h i s  s a m p l e ,  a f t e r  
a d j u s t m e n t  t o  pH 1 0 . 5  w i t h  0 . 1  M NaOH, c o n t a i n e d  a n  
a b s o r p t i o n  p e a k  a t  428 nm, c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  p u b l i s h e d
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m axim a o f  n i t r o t y r o s i n e  ( P r u t z  e t  a l .  1 9 8 5 ) .  R e l a t i v e  t o  a  
n i t r o t y r o s i n e  s t a n d a r d ,  23% o f  t h e  t y r o s i n e s  i n  t h e  1 mg 3H- 
BSA s a m p l e  h a d  b e e n  c o n v e r t e d  t o  n i t r o t y r o s i n e .
E x p o s u r e  o f  HSA. To o v e rc o m e  t h e  p r o b l e m  d u e  t o  
i m p u r i t i e s  i n  t h e  BSA a n d  t o  g a i n  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  n a t u r e  
o f  t h e  o b s e r v e d  p r e c i p i t a t e s ,  s i m i l a r  e x p e r i m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d  u s i n g  h i g h l y  p u r i f i e d  3H-HSA, w i t h  a  maximum 
e x p o s u r e  t i m e  o f  96 h o u r s .  F i v e  m l o f  a  1 m g /m l 3H-HSA 
s o l u t i o n  i n  o . l  M s o d iu m  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  pH 7 . 4  w as  
e x p o s e d  w i t h  N02 a n d  s a m p l e s  w e r e  w i t h d r a w n  f o r  a n a l y s i s  a t  
2 4 ,  4 8 ,  7 2 ,  a n d  96 h o u r s ,  r e s u l t i n g  i n  c o r r e s p o n d i n g  N02;HSA 
m o l a r  r a t i o s  o f  5 3 3 : 1 ,  1 , 0 6 6 : 1 ,  1 , 6 0 0 : 1 ,  a n d  2 , 1 3 3 : 1 .  As 
w i t h  BSA e x p o s u r e s ,  a  y e l l o w  p r e c i p i t a t e  a p p e a r e d  w i t h  t i m e  
t h a t  w as  s u s p e n d e d  i n  t h e  b u f f e r  when s a m p l e s  w e r e  
w i t h d r a w n .  SDS-PAGE a n a l y s i s  o f  s a m p l e s  r e m o v e d  a t  t h e  
i n d i c a t e d  t i m e s  i s  show n i n  F i g u r e  1 8 .  P r e c i p i t a t e d  
m a t e r i a l  f r o m  t h e  l o n g e s t  t i m e  w as  re m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a t  6 ,5 0 0  x  g  f o r  10 m i n u t e s  a n d  p a r t i a l l y  s o l u b i l i z e d  i n  
SDS-PAGE s a m p l e  b u f f e r  c o n t a i n i n g  2% SDS p r i o r  t o  
e l e c t r o p h o r e s i s .  A p p r o x i m a t e l y  15% o f  t h e  s u p e r n a t a n t  
f r a c t i o n  f ro m  t h e  l o n g e s t  t i m e  w as  l o a d e d  i n  l a n e  7 .  
F l u o r o g r a p h y  o f  t h i s  g e l  r e v e a l e d  a g g r e g a t e s  a n d  lo w  M, 
p e p t i d e s  a t  a l l  t i m e s ,  b u t  i n t e r m e d i a t e  f r a g m e n t s  w e r e  
v i s i b l e  o n l y  w i t h  t h e  p r e c i p i t a t e  ( l a n e  6 ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  
f r a c t i o n  ( l a n e  7) a p p e a r e d  t o  c o n t a i n  p r i m a r i l y  n a t i v e  HSA.
F i g u r e  1 8 .  F l u o r o g r a p h y  F o l l o w i n g  10% SDS-PAGE A n a l y s i s  o f  
3H-HSA A f t e r  E x p o s u r e  t o  N02. L a n e  1 ,  C o n t r o l  JH-HSA (5  mg, 
3 . 8  x  103 CPM//ig HSA) w as  t r e a t e d  w i t h  a r g o n  f o r  t h e  maximum 
e x p o s u r e  t i m e .  A l l  r e m a i n i n g  s a m p l e s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  N02 
a t  t h e  i n d i c a t e d  m o l a r  r a t i o s  o f  N02: 3H-HSA. L an e  2 ,  5 3 3 : 1 ;  
L a n e  3 ,  1 0 6 6 : 1 ;  L a n e  4 ,  1 6 0 0 : 1 ;  L a n e  5 ,  2 1 3 3 : 1 ;  L a n e  6 , 
o v e r l o a d  o f  p r e c i p i t a t e d  3H-HSA o b t a i n e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
o f  200 f i l  o f  t h e  2 1 3 3 :1  e x p o s u r e ;  L a n e  7 ,  15% o f  t h e  
s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  
s a m p l e  i n  L a n e  6 . A p p r o x i m a t e l y  25 /ig o f  p r o t e i n  w as  l o a d e d  
i n t o  L a n e s  1 t h r o u g h  5 ,  a n d  t h e  f i l m  w as  e x p o s e d  a t  -8 0 ° C  
f o r  14 d a y s .  M o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  a r e  t h e  sam e  a s  show n 
i n  F i g u r e  1 7 .
78
T h e  p r e c i p i t a t e s  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  e x p o s u r e  o f  3H-HSA 
w e r e  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  w a sh e d  t w i c e  w i t h  0 . 1  M 
s o d iu m  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  pH 7 . 4  a n d  t w i c e  w i t h  w a t e r  t o  
r e m o v e  s o l u b l e  c o m p o n e n t s .  S i n c e  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  n o r m a l  
SDS-PAGE s a m p l e  b u f f e r  h a d  n o t  r e s u l t e d  i n  c o m p l e t e  
s o l u b i l i z a t i o n  o f  t h e  p r e c i p i t a t e s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  SDS 
w as  i n c r e a s e d  t o  5% a n d  1% DTT w as  u s e d  a s  t h e  r e d u c i n g  
a g e n t .  A f t e r  b o i l i n g  f o r  f i v e  m i n u t e s  t h e  p r e c i p i t a t e s  w e r e  
d i s s o l v e d .  T he  C o o m a s s ie  s t a i n e d  SDS-PAGE A n a l y s i s  g e l  o f  
t h e s e  s o l u b i l i z e d  p r e c i p i t a t e s  i s  show n  i n  F i g u r e  19 (A) a n d  
t h e  f l u o r o g r a p h i c  im a g e s  r e s u l t i n g  f ro m  SDS-PAGE o f  t h e s e  
s o l u b i l i z e d  p r e c i p i t a t e s  a r e  show n i n  F i g u r e  19 ( B ) , w h ic h  
c a n  b e  s e e n  t o  c o n t a i n  i n c r e a s i n g  a m o u n ts  o f  a g g r e g a t e d  a n d  
s e e m i n g l y  n a t i v e  HSA. A d d i t i o n a l l y ,  i n c r e a s i n g  a m o u n ts  o f  
p e p t i d e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  46 a n d  6 . 5  kDa a r e  e v i d e n t  i n  
l a n e s  4 a n d  5 .
*
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F i g u r e  1 9 .  T im e C o u r s e  SDS-PAGE A n a l y s i s  o f  t h e  Y e l lo w ,  
I n s o l u b l e  M a t e r i a l  F o rm ed  From N02 E x p o s u r e  o f  3H-HSA. L a n e  
1 ,  C o n t r o l  3H-HSA (25  / ig ;  3 . 8  x  103 CFM/pg) a f t e r  t r e a t m e n t  
w i t h  a r g o n  f o r  t h e  maximum e x p o s u r e  t i m e .  A l l  r e m a i n i n g  
s a m p l e s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  N02 a t  t h e  i n d i c a t e d  m o l a r  r a t i o s  - 
o f  N02: 3H-HSA. A l l  s a m p l e s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  6 ,5 0 0  x  
g  f o r  5 m i n u t e s  t o  c o l l e c t  t h e  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  a n d  t h e  
p r e c i p i t a t e s  w e r e  w a sh e d  t w i c e  w i t h  0 . 1  M p h o s p h a t e  b u f f e r  
pH 7 . 4 ,  f o l l o w e d  b y  tw o  w a s h e s  w i t h  H20 .  A rg o n  e x p o s e d  3H- 
HSA d i d  n o t  c o n t a i n  a  p r e c i p i t a t e .  T he  p r e c i p i t a t e s  w e re  
t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  50 f i l  o f  t h e  n o r m a l  s d s  s a m p l e  b u f f e r ,  
w h ic h  w as  1% i n  b o t h  fl-ME a n d  SDS. When t h e  p r e c i p i t a t e s  
d i d  n o t  d i s s o l v e  u p o n  b o i l i n g  f o r  5 m i n u t e s ,  t h e  
p r e c i p i t a t e s  w e r e  t h e n  m ade 5% a n d  2% i n  SDS a n d  DTT, 
r e s p e c t i v e l y ,  a n d  b o i l e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  5 m i n u t e s ,  w h ic h  
w as  s u f f i c i e n t  t o  s o l u b i l i z e  t h e  y e l l o w  m a t e r i a l .  One h a l f  
o f  t h e  v o lu m e  o f  e a c h  s a m p le  w as  a n a l y z e d .  L a n e  2 ,  5 3 3 : 1  
p r e c i p i t a t e ;  L a n e  3 ,  1 0 6 6 :1  p r e c i p i t a t e ;  L an e  4 ,  1 6 0 0 :1  
p r e c i p i t a t e ;  L a n e  5 ,  2 1 3 3 :1  p r e c i p i t a t e .  M o l e c u l a r  w e i g h t  
m a r k e r s  w e re  a p p l i e d  t o  o u t e r m o s t  l a n e s  a n d  a r e ,  a s  
i n d i c a t e d ,  o v a lb u m in  (46  k D a ) , c a r b o n i c  a n h y d r a s e  (30  k D a ) , 
t r y p s i n  i n h i b i t o r  ( 2 1 . 5  k D a ) ,  l y s o z y m e  ( 1 4 . 3  k D a ) ,  a n d  
T r a s y l o l  ( 6 . 5  k D a ) .  (A) C o o m a s s ie  B lu e  S t a i n i n g  (B) 
F l u o r o g r a p h y ,  d e v e l o p e d  a f t e r  a  tw o  w e ek  e x p o s u r e  a t  - 8 0 ° c .
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DISCUSSION
G e n e r a l  A s p e c t s  o f  D i r e c t  O x i d a t i v e  Damage t o  L u n a  P r o t e i n s .
An i n  v i t r o  s y s t e m  w as  u s e d  f o r  t h e  e x p o s u r e  o f  
p r o t e i n s  t o  N02 i n  a q u e o u s  s o l u t i o n s  a t  p h y s i o l o g i c a l  pH. 
T h i s  a p p r o a c h  w as  t a k e n  t o  m im ic  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  
a n d  t o  p r o v i d e  p r e v i o u s l y  u n a v a i l a b l e  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  
r e a c t i o n  o f  N02 w i t h  p r o t e i n s .  T h e  u s e  o f  a  g a s e o u s  N02 
e x p o s u r e  s y s t e m  w as  c h o s e n  i n  p r e f e r e n c e  t o  t h e  g e n e r a t i o n  
o f  No2' r a d i c a l s  b y  p u l s e d  r a d i o l y s i s  a s  d e s c r i b e d  b y  P r u t z  
e t  a l .  (1 9 8 5 )  b e c a u s e  d a t a  a r e  a v a i l a b l e  on  e n v i r o n m e n t a l  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  N02/ w h ic h  may a l l o w  som e c o m p a r i s o n  o f  
t h e s e  r e s u l t s  w i t h  e n v i r o n m e n t a l l y  r e l e v a n t  e x p o s u r e s ,  
w h e r e a s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  NOy r a d i c a l s  a r e  n o t  m e a s u r a b l e  i n  
t e r m s  o f  a m b i e n t  a i r  c o n c e n t r a t i o n s .  A l p h a - l - p r o t e i n a s e  
i n h i b i t o r  a n d  e l a s t i n  w e r e  u s e d  a s  i n i t i a l  t a r g e t s  b e c a u s e  
o f  t h e i r  c r i t i c a l  r o l e  i n  l u n g  f u n c t i o n  a s  e v i d e n c e  h a s  
show n t h a t  i n h a l a t i o n  o f  N02 r e s u l t s  i n  a n  e m p h y s e m a - l i k e  
i n s u l t  t o  t h e  l u n g .  D i r e c t  o x i d a t i v e  d a m ag e  t o  o ^ -P I  b y  
o z o n e  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  p r e v i o u s l y  ( J o h n s o n ,  1 9 8 0 ) ,  a n d  
c i g a r e t t e  sm oke  h a s  a l s o  b e e n  show n t o  i n a c t i v a t e  Ofj-PI 
( P r y o r  e t  a l .  1 9 8 4 a ) .  T he  g a s  p h a s e  o f  c i g a r e t t e  sm oke  h a s  
b e e n  show n  t o  c o n t a i n  a p p r e c i a b l e  a m o u n ts  o f  n i t r o x i d e  
s p e c i e s  ( P r y o r  e t  a l .  1 9 8 4 b ) ,  s o  t h a t  t h e  e v i d e n c e  f o r  t h e  
r o l e  o f  o x i d a t i o n  i n  i n a c t i v a t i n g  a | - P I  w i t h  c i g a r e t t e
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s m o k in g  s e e m s  t o  b e  i n c o n t r o v e r t i b l e  ( C a r p  e t  a l .  1 9 8 2 ) .  
T h e r e  s e e m s  t o  b e  o n l y  o n e  p r e v i o u s  r e p o r t  t h a t  a d d r e s s e s  
t h e  d i r e c t  e f f e c t s  o f  N02 on  a ^ - P l  i n  a n  i n  v i t r o  e x p o s u r e  
s y s t e m  (D o o le y  & P r y o r ,  1 9 8 2 ) .  I n  t h a t  s t u d y ,  75  ppm N02 
w as  b u b b l e d  t h r o u g h  0 , 2 5  m g /m l p h o s p h a t e  b u f f e r e d  p r o t e i n  
s o l u t i o n s  a t  a  f l o w  r a t e  o f  20 m l N02/ m i n u t e  f o r  2 h o u r s .  
Upon a s s a y i n g  f o r  a (- P l  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  
e x p o s u r e ,  n o  i n a c t i v a t i o n  o f  a , - P I  w as  o b s e r v e d .  H o w ev e r ,  
w hen 1 mM H202 w as  a d d e d  t o  t h e  a t |-P I  e x p o s u r e  r e a c t i o n  
m i x t u r e ,  a  t o t a l  l o s s  o f  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  w as  o b s e r v e d .  
C o n v e r s e l y ,  s t u d i e s  i n  h u m an s  t h a t  w e r e  e x p o s e d  t o  3 -4  ppm 
N02 f o r  3 h o u r s  r e v e a l e d  a  45% i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  a (- P I  
e l a s t a s e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  o f  t h e i r  b r o n c h o a l v e o l a r  l a v a g e  
f l u i d s  r e l a t i v e  t o  a i r  e x p o s e d  c o n t r o l  s u b j e c t s  (M o h s e n in  & 
G e e ,  1 9 8 7 ) ,  b u t  t h e s e  r e s u l t s  h a v e  b e e n  c h a l l e n g e d  ( J o h n s o n  
e t  a l .  1 9 9 0 ) .  T h e  f o r e g o i n g  s t u d i e s  s e r v e d  a s  t h e  i m p e t u s  
f o r  t h e  p r e s e n t  s t u d y  a s  t h e y  i n d i c a t e d  t h a t  o t , -P l  i s  a  
s u s c e p t i b l e  t a r g e t  f o r  o x i d a t i o n  b y  o z o n e  a n d  N02 i n  t h e  
l u n g  a n d  t h a t  t h e  i n h a l a t i o n  o f  t h e s e  p o l l u t a n t s  c o u l d  
p o s s i b l y  l e a d  t o  i n a c t i v a t i o n  o f  t h i s  m a j o r  p r o t e i n a s e  
i n h i b i t o r .
M o d i f i c a t i o n  o f  T e r t i a r y  S t r u c t u r e  F o l l o w i n g  E x p o s u r e  t o
NOj.
P r e v i o u s  s t u d i e s  b y  D a v i e s  a n d  D e l s i g n o r e  (1 9 8 7 b )  h a v e  
sho w n  t h a t  a  s i g n i f i c a n t  l o s s  o f  s o l u b i l i t y  i n  K C l o c c u r s  
w hen BSA i s  e x p o s e d  t o  h y d r o x y l  r a d i c a l  (0H -) . T h e i r  i n
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v i t r o  e x p o s u r e  s y s t e m  p r o d u c e d  t h e  h y d r o x y l  r a d i c a l  i n  
d i l u t e  p r o t e i n  s o l u t i o n s  ( 0 . 3 3  m g /m l)  by  i r r a d i a t i o n  o f  
w a t e r  u s i n g  “ Co, u n d e r  100% N20 .  T h i s  d e c r e a s e d  s o l u b i l i t y  
w as  p H - d e p e n d e n t  a n d  w as m o re  p r o n o u n c e d  a t  a  r a d i c a l : B S A  
m o l a r  r a t i o  o f  1 0 0 : 1  t h a n  a t  a  r a t i o  o f  1 0 : 1 .  T h e  d e c r e a s e d  
s a l t  s o l u b i l i t y  c l o s e  t o  t h e  i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  BSA i s  
c o n s i s t e n t  w i t h  p r o t e i n  u n f o l d i n g  o r  d e n a t u r a t i o n  a n d  
i n c r e a s e d  h y d r o p h o b i c i t y . Xn t h e s e  s t u d i e s  b y  D a v i e s  a n d  
D e l s i g n o r e  ( 1 9 8 7 a ) ,  t h e  d e n a t u r a t i o n  o f  BSA w as  a s s e s e d  b y  
s o l u b i l i t y  i n  h i g h  s a l t  b u f f e r  ( b e tw e e n  pH 4 a n d  6 ) ,  w h e re  
t h e  r e p u l s i o n  o f  h y d r o p h o b i c  g r o u p s  b y  t h e  s o l v e n t  c a g e  i s  
m a x im iz e d .  I n  t h e  n a t i v e  ( f o l d e d )  s t a t e ,  h y d r o p h o b i c  
r e s i d u e s  a r e  s h i e l d e d  f ro m  t h e  a q u e o u s  e n v i r o n m e n t ,  b u t  
d e n a t u r a t i o n  a n d  u n f o l d i n g  d i m i n i s h  t h i s  p r o t e c t i o n .  S i n c e  
a  p r o t e i n  h a s  no  n e t  e l e c t r i c a l  c h a r g e  a t  i t s  i s o e l e c t r i c  
p o i n t ,  t h e  s o l u b i l i z i n g  p r o p e r t i e s  o f  h y d r o p h i l l i c  r e s i d u e s  
a r e  m i n i m i z e d .  C o n s e q u e n t l y ,  a  d e n a t u r e d ,  u n f o l d e d  p r o t e i n  
e x h i b i t s  d e c r e a s e d  s o l u b i l i t y  a t  i t s  i s o e l e c t r i c  p o i n t  i n  
h i g h  s a l t  b u f f e r  b e c a u s e  i t s  e x p o s e d  h y d r o p h o b i c  g r o u p s ,  
c l u s t e r  t o g e t h e r  a n d  c a u s e  p r e c i p i t a t i o n .  F o l l o w i n g  
e x p o s u r e  o f  BSA t o  t h e  h y d r o x y l  r a d i c a l  D a v i e s  a n d  c o l l e g u e s  
f o u n d  a  50% l o s s  i n  s o l u b l e  BSA a s  a s s e s s e d  by  t h e  m e th o d  o f  
B r a d f o r d  ( 1 9 7 6 ) ,  Low ry  e t  a l .  ( 1 9 5 1 ) ,  a n d  b y  d e n s i t o m e t r i c  
a n a l y s i s  f o l l o w i n g  SDS-PAGE o f  t h e  BSA m onom er. T h e i r  
s t u d i e s  sh o w ed  t h a t  o x y g e n  r a d i c a l s  c o n t r i b u t e d  t o  BSA 
d e n a t u r a t i o n  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  h y d r o p h o b i c i t y  a t  pH 4 .  T h e
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d e n a t u r a t i o n  ( u n f o l d i n g )  o f  BSA c a u s e d  b y  e x p o s u r e  t o  t h e  
h y d r o x y l  r a d i c a l  w as  e s s e n t i a l l y  m a x im a l  a t  a  m o l a r  
r a d i c a l : B S A  r a t i o  o f  2 4 : 1 .
T h e  o b s e r v a t i o n s  o f  D a v i e s  a n d  D e l s i g n o r e  (1 9 8 7 b )  
o u t l i n e d  a b o v e  a r e  v e r y  s i m i l a r  i n  t h e o r y  t o  t h e  r e s u l t s  a n d  
o b s e r v a t i o n s  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  i n  
v i t r o  NOj e x p o s u r e  o f  o ^ P I  a n d  t h e  s e r u m  a l b u m i n s .  E x p o s u r e  
o f  a , - P I  t o  NOj ( i n  N2) a t  a  m o l a r  r a t i o  o f  N02 t o  o ^ -P l  o f  
4 0 0 : 1  r e s u l t e d  i n  a  50% l o s s  o f  s o l u b l e  p r o t e i n .  T h e s e  
e x p o s u r e s  w e r e  b u f f e r e d  i n  0 . 1  M p h o s p h a t e  pH 7 . 4 ,  a n d  pH 
m e a s u r e m e n t s  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  f o u n d  no  c h a n g e .  H o w e v e r ,  
a c c o r d i n g  t o  P r u t z  e t  a l .  (1 9 8 5 )  g e n t l e  b u b b l i n g  o f  p r o t e i n  
s o l u t i o n s  w i t h  N02/N204 g a s  i n v o l v e s  r a t h e r  in h o m o g e n e o u s  
c o n d i t i o n s  a n d  e x t e n s i v e  a c i d i f i c a t i o n  o f  t h e  s y s t e m .  B a s e d  
o n  t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  P r u t z  e t  a l .  ( 1 9 8 5 ) ,  i t  i s  p o s s i b l e  
t h a t  i n  a n d  a r o u n d  t h e  i m m e d ia t e  z o n e  o f  e n t r y  o f  t h e  N02 
g a s  i n t o  t h e  a , - P l  s o l u t i o n ,  a n  a c i d i c  m i c r o e n v i r o n m e n t  may 
h a v e  e x i s t e d ,  w i t h  t e m p o r a r y  c h a n g e s  i n  pH . W i t h i n  t h i s  
a c i d i c  m i c r o e n v i r o n m e n t  t h e  c ^ - P I  m o l e c u l e s  may b e  a t  o r  
c l o s e  t o  t h e i r  p i  o f  4 . 6 .  N02 e x p o s u r e  o f  o tj-PI l e d  t o  b o t h
p r e c i p i t a t i o n  a n d  u n f o l d i n g ,  a s  i n d i c a t e d  b y  i n c r e a s e d  
a b s o r b a n c e  a t  280  nm, b u t  w h e t h e r  t h i s  w as  d u e  t o  l o c a l i z e d  
a c i d i f i c a t i o n  o r  r e a c t i o n  w i t h  N02 i s  n o t  c l e a r .
P r e c i p i t a t e s  o f  a , - P I  an d  t h e  s e r u m  a l b u m i n s  s e e m  t o  b e  a  
d i r e c t  r e s u l t  o f  b i p h e n y l  c r o s s - l i n k  f o r m a t i o n  v i a  t y r o s i n e  
r e s i d u e s ,  w h ic h  w o u ld  e n h a n c e  h y d r o p h o b i c  c l u s t e r i n g  among
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t h e  s i d e - c h a i n  r i n g  s t r u c t u r e s .  T h e  u n f o l d i n g  o f  t h e  N02 
( i n  Nj) e x p o s e d  p r o t e i n  a s  e v i d e n c e d  b y  i t s  i n c r e a s e  i n  280 
nm a b s o r b a n c e  i s  show n  i n  F i g u r e  1 3 .  N i t r o g e n  b u b b l e d  
c o n t r o l  a , - P I  w h ic h  w as  t r e a t e d  f o r  32 h o u r s  a l s o  sh o w e d  an  
i n c r e a s e  i n  280  nm a b s o r b a n c e ,  b u t  p r e c i p i t a t i o n  d i d  n o t  
o c c u r .  E x p o s u r e  o f  HSA t o  n i t r o g e n  f o r  32 h o u r s  r e s u l t e d  i n  
a n  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  a t  280 nm w i t h  n o  p r e c i p i t a t e  
w h e r e a s  e x p o s u r e  o f  HSA t o  a r g o n  f o r  32 h o u r s  d i d  n o t  r e s u l t  
i n  a n y  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  a t  280  nm o r  p r e c i p i t a t e .
T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  280  nm 
a b s o r b a n c e  i s  n o t  d u e  t o  N02 a n d  r a i s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  
s e c o n d a r y  r e a c t i o n s  i n v o l v i n g  t h e  n i t r o g e n  c a r r i e r  g a s  
c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  i n c r e a s e  i n  280  nm a b s o r p t i o n  
( u n f o l d i n g )  o f  a t- F I .  T h e r e f o r e ,  a r g o n  w as  c h o s e n  a s  a n  
a l t e r n a t i v e  c a r r i e r  g a s  i n  a l l  s u b s e q u e n t  e x p o s u r e s  w i t h  
e l a s t i n ,  p o l y - L - l y s i n e ,  a n d  t h e  s e r u m  a l b u m i n s .
T he  E f f e c t s  o f  N0? on  E l a s t i n  
T he  r e l e a s e  o f  d i m e t h y l l y s i n e  r e s i d u e s  f r o m  t h e  3H- 
l a b e l e d  e l a s t i n  s u g g e s t e d  t h a t  N02 w as  r e a c t i n g  a t  l y s i n e  
r e s i d u e s .  T h i s  w as  e x a m in e d  f u r t h e r  u s i n g  p o l y - L - l y s i n e  a n d  
s e r u m  a l b u m i n s  a s  t a r g e t  m o l e c u l e s .  A d i s t i n c t  f e a t u r e  o f  
t h e  i n s o l u b l e  e l a s t i n  m o l e c u l e  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  l y s i n e  
d e r i v e d  d e s m o s i n e  c r o s s - l i n k s ,  w h ic h  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
i n s o l u b i l i t y  a n d  e l a s t i c i t y  o f  e l a s t i n .  V i r t u a l l y  a l l  t h e  
3H - l a b e l e d  d i m e t h y l l y s i n e  r e s i d u e s  w e r e  r e l e a s e d  f r o m  t h e  
i n s o l u b l e  e l a s t i n  u p o n  e x p o s u r e  t o  N0Z, b a s e d  o n  b o t h  l i q u i d
s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  a n d  a m in o  a c i d  a n a l y s i s  a s s a y s  ( T a b l e  
V a n d  F i g u r e  1 4 ) .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  sh o w n  t h a t  l y s i n e  
i s  l i b e r a t e d  f ro m  d e s m o s i n e  u p o n  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  
p y r i d i n i u m  r i n g  b y  m i l d  o x i d a t i o n  w i t h  f e r r i c y a n i d e  a t  
a l k a l i n e  pH ( E l s d e n  e t  a l .  1 9 6 3 ) ,  b u t  t h e  m i l d  r e d u c t i v e  
m e t h y l a t i o n  c o n d i t i o n s  u s e d  t o  l a b e l  t h e  e l a s t i n  i n  t h i s  
w o rk  w o u ld  n o t  h a v e  l a b e l e d  d e s m o s i n e s .  T h e r e f o r e ,  t h e  
r e l e a s e d  3H, w h ic h  w as  c o n f i r m e d  b y  a m in o  a c i d  a n a l y s i s  t o  
b e  3H - d i m e t h y l l y s i n e ,  m u s t  h a v e  com e f r o m  l y s i n e  r e s i d u e s  
r a t h e r  t h a n  f r o m  d e s m o s i n e s .  E v i d e n c e  f o r  N02 m e d i a t e d  
f r a g m e n t a t i o n  o f  p o l y p e p t i d e s  w as  p r o v i d e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  
e x p e r i m e n t s  i n  w h ic h  3H - p o l y - L - l y s i n e  w as  d e g r a d e d  i n t o  
s m a l l  p i e c e s  ( F i g u r e  1 5 ) .  T h e s e  d a t a ,  a l o n g  w i t h  t h e  a m in o  
a c i d  a n a l y s i s  o f  e l a s t i n ,  i n d i c a t e  t h a t  c l e a v a g e  o c c u r s  
b e tw e e n  a m in o  a c i d  r e s i d u e s  i n  t h e  p e p t i d e  c h a i n  a n d  a r g u e  
a g a i n s t  r e l e a s e  o f  s i d e  c h a i n  f r a g m e n t s .
T h e  o n e  e l e c t r o n  o x i d a t i o n  r e d u c t i o n  p o t e n t i a l  o f  N02 i n  
n e u t r a l  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  [E (N 02*/N02*)) i s  0 . 9 1  V c a l c u l a t e d  
f r o m  t h e  N204/2 N 0 2 c o u p l e  (K o p p e n o l ,  1982)  , w h ic h  i s  so m ew h a t  
l e s s  b u t  c o m p a r a b l e  t o  t h e  o x i d a t i o n  r e d u c t i o n  p o t e n t i a l  o f  
o z o n e  (O j ) ; [ E (0j/o3.J ] o f  1 . 6  V. T he  o z o n e  m o l e c u l e  i s  a  
v e r y  s t r o n g  o x i d i z e r  a n d  i s  v e r y  s i m i l a r  i n  s h a p e  t o  t h e  N02 
m o l e c u l e .  T h e s e  o x i d a n t s  a l s o  h a v e  e l e c t r o n  a f f i n i t i e s  t h a t  
a p p r o x i m a t e  e a c h  o t h e r  ( P e t e r s  e t  a l .  1 9 8 0 ) .  T h e  r e s u l t s  i n  
t h e  p r e s e n t  s t u d y  s u g g e s t  t h a t  N02 a n d / o r  i t s  a s s o c i a t e d  
n i t r o x i d e  s p e c i e s  p r e f e r e n t i a l l y  r e a c t  a t  l y s i n e - l y s i n e
s e q u e n c e s .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h i s  i n t e r p r e t a t i o n  i s  n o t  
t o t a l l y  s a t i s f y i n g  b e c a u s e  b o v i n e  e l a s t i n  d o e s  n o t  c o n t a i n  
a d j a c e n t  l y s i n e  r e s i d u e s  i n  i t s  s e q u e n c e  (Yeh e t  a l .  1 9 8 9 )  . 
W h i le  t h e  r e s u l t s  w i t h  3H - l a b e l e d  e l a s t i n  w o u ld  s ee m  t o  
r e q u i r e  c l e a v a g e  a t  s i n g l e  l y s i n e  r e s i d u e s ,  c l e a v a g e  a t  t h e  
m o re  t h a n  50 s i n g l e  l y s i n e  r e s i d u e s  i n  t h e  a l b u m i n s  s h o u l d  
h a v e  r e s u l t e d  i n  many f r a g m e n t s  o f  v a r i o u s  s i z e s  a n d  t h i s  
c l e a r l y  w as  n o t  t h e  c a s e .  T h u s ,  t h e  r e a c t i o n  o f  N02 w i t h  
e l a s t i n  may b e  u n i q u e  t o  t h a t  p r o t e i n ,  w h ic h  h a s  a  s e c o n d a r y  
s t r u c t u r e  t h a t  i s  q u i t e  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  t h e  a l b u m i n s .  
A l t e r n a t i v e l y ,  N02 may c l e a v e  a t  l y s i n e s  a d j a c e n t  t o  o t h e r  
s p e c i f i c  r e s i d u e s .  A d d i t i o n a l  s t u d i e s  r e q u i r i n g  p e p t i d e  
i s o l a t i o n  a n d  a m in o  a c i d  s e q u e n c i n g  a r e  n e e d e d  t o  a n s w e r  
t h e s e  q u e s t i o n s .
P e p t i d e s  r e l e a s e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  N02 on  e l a s t i n  o r  
r e s u l t i n g  f r o m  p r o t e o l y s i s  o f  a  m o re  s u s c e p t i b l e  e l a s t i n  
m i g h t  l e a d  t o  c e l l u l a r  r e s p o n s e s .  E l a s t i n  p e p t i d e s  h a v e  
b e e n  show n t o  b e  c h e m o t a c t i c  f o r  f i b r o b l a s t s  ( S e n i o r  e t  a l .  
1 9 8 2 ) ,  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s ,  a n d  m a c r o p h a g e  p r e c u r s o r s  
(H u n n in g h a k e  e t  a l .  1 9 8 1 } .  T he  c h e m o t a c t i c  a c t i v i t y  
a s s o c i a t e d  w i t h  e l a s t i n  d e r i v e d  p e p t i d e s  s u g g e s t  a  m e c h a n is m  
b y  w h ic h  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s  may a c c u m u l a t e  i n  t h e  l u n g  i n  
N02 i n d u c e d  " e x p e r i m e n t a l  e m p h y se m a ."  P r e s e n t l y  t h e r e  i s  
s t i l l  much d e b a t e  c o n c e r n i n g  t h e  a c t i v e  c h e m o t a c t i c  s i t e  o n  
t h e  e l a s t i n  d e r i v e d  p e p t i d e s .  S e n i o r  e t  a l .  (1 9 8 2 )  i s o l a t e d  
a  14 t o  20 kDa e l a s t i n  d e r i v e d  p e p t i d e  w i t h  c h e m o t a c t i c
a c t i v i t y  t h a t  c o n t a i n e d  a  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  d e s m o s i n e ,  
a n d  p u r i f i e d  d e s m o s i n e  c r o s s - l i n k s  a r e  t h e m s e l v e s  
c h e m o a t t r a c t a n t  ( L e g r a n d  e t  a l .  1 9 8 9 ) .  T h e  d i r e c t  e f f e c t s  
o f  N02 o n  e l a s t i n  o b s e r v e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w o u ld  b e  
e x p e c t e d  t o ,  a t  t h e  v e r y  l e a s t ,  r e s u l t  i n  a l t e r a t i o n s  o r  
m o d i f i c a t i o n s  i n  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  
e l a s t i n  m o l e c u l e ,  p o s s i b l y  r e s u l t i n g  i n  e l a s t i n  d e r i v e d  
p e p t i d e s ,  w h ic h  may c o n t r i b u t e  t o  l u n g  f i b r o s i s  a n d / o r  
a t t r a c t  p h a g o c y t e s  t o  t h e  l u n g ,  w h ic h  c o u l d  c o n t r i b u t e  t o  
i n f l a m m a t i o n  a n d  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  em physem a o b s e r v e d  i n  
a n i m a l s  e x p o s e d  t o  N02. A d d i t i o n a l l y ,  m o d i f i c a t i o n  o f  
e l a s t i n  b y  N02 may i n c r e a s e  t h e  p r o t e o l y t i c  s u s c e p t i b i l i t y  
o f  t h e  e l a s t i n ,  a s  w as  show n f o r  c o l l a g e n  a f t e r  e x p o s u r e  t o  
o z o n e  ( C u r r a n ,  1 9 8 4 ) .
P r o t e i n  A g g r e g a t i o n  a n d  F r a g m e n t a t i o n  
a s  a  R e s u l t  o f  N0T E x p o s u r e  
I n  t h e  f o l l o w i n g  d i s c u s s i o n  t h e  t e r m  " p r o t e i n  
f r a g m e n t a t i o n "  w i l l  b e  u s e d  t o  r e f e r  t o  t h e  d i r e c t  b r e a k d o w n  
o f  p r o t e i n s  b y  o x y g e n  r a d i c a l s  o r  N02. P r o t e i n  
f r a g m e n t a t i o n  p r o c e s s e s  i n  s y s t e m s  w h ic h  g e n e r a t e  o x y g e n  
r a d i c a l s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  i n v o l v e  b o t h  m a in  c h a i n  s c i s s i o n  
( G a r r i s s o n  e t  a l .  1 9 6 2 )  a n d  s i d e  c h a i n  s c i s s i o n  ( S c h u e s s l e r  
& S c h i l l i n g ,  1984) a n d  a r e  t o t a l l y  d i f f e r e n t  f r o m  p e p t i d e  
h y d r o l y s i s .  T h e  t e r m  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n  com m only  r e f e r s  t o  
p e p t i d e  b o n d  h y d r o l y s i s  by  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s .
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T h e  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  s t u d i e s  b y  D a v i e s  a n d  
D e l s i g n o r e  (1 9 8 7 b )  sh o w ed  t h a t  e x p o s u r e  o f  BSA t o  OH* 
g e n e r a t e d  b y  i r r a d i a t i o n  o f  w a t e r  b y  wCo c a u s e s  BSA 
d e n a t u r a t i o n / i n c r e a s e d  h y d r o p h o b i c i t y ,  f o l l o w e d  b y  t h e  
f o r m a t i o n  o f  c o v a l e n t  ( b i t y r o s i n e )  b o n d s  b e t w e e n  BSA 
m o l e c u l e s  ( c o v a l e n t  a g g r e g a t i o n ) . T h i s  i n  v i t r o  e x p o s u r e  o f  
BSA a l s o  r e s u l t s  i n  t h e  f r a g m e n t a t i o n  o f  t h e  BSA m onom er t o  
p e p t i d e s  c o n f i n e d  t o  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  r a n g e  o f  6 6 . 2  kDa 
down t o  a p p r o x i m a t e l y  7 kD a. T h e  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  
f r a g m e n t a t i o n  o c c u r s  p r e d o m i n a n t l y  a t  t h e  a - c a r b o n  r a t h e r  
t h a n  a t  p e p t i d e  b o n d s .  T h i s  t y p e  o f  f r a g m e n t a t i o n  o c c u r s  a s  
a  r e s u l t  o f  0 2 a d d i t i o n  t o  a - c a r b o n  r a d i c a l s  i n d u c e d  b y  OH*. 
T he  r e s u l t i n g  p e r o x y l  r a d i c a l  i s  b e l i e v e d  t o  f u r t h e r  r e a c t  
t o  p r o d u c e  a  p e r o x i d e ;  a n d  u p o n  d e c o m p o s i t i o n , c h a i n  
s c i s s i o n  o c c u r s ,  w h ic h  p r o d u c e s  a  c a r b o n y l  a n d  a n  a m id e .  I n  
t h i s  s c e n a r i o  t h e  p e p t i d e  b o n d  r e m a i n s  i n t a c t .  F i n a l l y ,  BSA 
d e n a t u r a t i o n  by  h y d r o x y l  r a d i c a l s  w as  show n  t o  p r e c e d e  
a g g r e g a t i o n  a n d  f r a g m e n t a t i o n .
D a ta  p r e s e n t e d  i n  t h e  p r e s e n t  w o rk  sh o w s  t h a t  e x p o s u r e  
o f  t h e  s e r u m  a l b u m i n s  a l s o  r e s u l t s  i n  n i t r a t i o n  o f  t y r o s i n e  
r e s i d u e s ,  a s  w e l l  a s  a g g r e g a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  s t r u c t u r e s ,  
a n d  f i n a l l y  i n  p r o t e i n  f r a g m e n t a t i o n .  P r u t z  e t  a l .  (1 9 8 5 )  
f o u n d  t h a t  N0 2* r a d i c a l s  g e n e r a t e d  by  e x p o s i n g  d e a e r a t e d  
n i t r i t e  (N02‘) a n d  n i t r a t e  (N03*) s o l u t i o n s  t o  i o n i z i n g  
r a d i a t i o n ,  r e s u l t s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  n i t r o t y r o s i n e  i n  t h e  
t a r g e t  p r o t e i n s  ly s o z y m e ,  r i b o n u c l e a s e  A, a n d  s u b t i l i s i n
C a r l s b u r g .  A d d i t i o n a l l y ,  b i t y r o s i n e  a n d  n i t r o t y r o s i n e  
f o r m a t i o n  w as  o b s e r v e d  w hen t h e  d i p e p t i d e  G l y - T y r  w as  t h e  
t a r g e t  m o l e c u l e .  T he  p u l s e d  r a d i o l y s i s  f a v o r e d  n i t r a t i o n  a t  
p h y s i o l o g i c a l  pH r e l a t i v e  t o  b i t y r o s i n e  f o r m a t i o n ,  b u t  t h e  
m e th o d s  u s e d  d i d  n o t  a l l o w  d e t e c t i o n  o f  r e a c t i o n  w i t h  
l y s i n e s  o r  e x a m i n e  p e p t i d e  f r a g m e n t a t i o n .  H ig h  m o l e c u l a r  
w e i g h t  a g g r e g a t e s  o f  3H-BSA a n d  3H-HSA a r e  s e e n  i n  t h e  
p r e s e n t  s t u d y  i n  F i g u r e  17 (B) ( l a n e s  2 t h r o u g h  6 ) a n d  
F i g u r e  18 (B) ( l a n e s  2 t h r o u g h  5 ) ,  a n d  t r e a t m e n t  o f  t h e  
p r e c i p i t a t e s  f ro m  N02 e x p o s e d  3H-HSA 3 6 ,  4 8 ,  7 2 ,  a n d  96  h o u r  
t i m e  p o i n t s  ( F i g u r e  19 B l a n e s  2 t h r o u g h  5) w i t h  1% SDS, a n d  
2% DTT s o l u b i l i z e d  t h e  s a m p l e s  b u t  f a i l e d  t o  d i s r u p t  t h e  
a g g r e g a t e s .  T he  t i m e  c o u r s e  s t u d y  i n  F i g u r e  19B r e v e a l e d  
t h a t  t h e  p r e c i p i t a t e s  p r e d o m i n a n t l y  c o n s i s t  o f  h i g h -  
m o l e c u l a r  w e i g h t  a g g r e g a t e s  o f  3H-HSA. T h e  f a i l u r e  o f  SDS 
a n d  r e d u c i n g  a g e n t s  t o  d i s r u p t  t h e s e  a g g r e g a t e s  i n d i c a t e s  
t h a t  t h e y  r e s u l t  f r o m  t h e  f o r m a t i o n  o f  b i p h e n o l i c  c r o s s ­
l i n k s  o f  BSA a n d  HSA, i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  
P r u t z  e t  a l .  ( 1 9 8 5 ) .  T h e  d e t e c t i o n  o f  b i t y r o s i n e  h a s  a l s o  
b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  y e l l o w ,  
i n s o l u b l e  p r o t e i n  f r a c t i o n  o f  human c a t a r a c t o u s  l e n s  p r o t e i n  
( G a r c i a - C a s t i n e r a s  e t  a l .  1 9 7 8 ) .  D a v i e s  a n d  D e l s i g n o r e  
(1 9 8 7 b )  a l s o  n o t e d  b i t y r o s i n e  f o r m a t i o n  u p o n  i n  v i t r o  
e x p o s u r e  o f  BSA t o  h y d r o x y l  r a d i c a l s  (OH*), a n d  t h e  e x p o s e d  
BSA w as  f o u n d  t o  b e  m o re  s u c c e p t i b l e  t o  p r o t e o l y s i s  t h a n  
n a t i v e  BSA. A d d i t i o n a l l y  i n c r e a s e d  s u s c e p t i b i l i t y  t o
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p r o t e o l y s i s  f o l l o w i n g  03 e x p o s u r e  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  f o r  
c o l l a g e n  ( C u r r a n  e t  a l .  1 9 8 4 )  a n d  f i b r o n e c t i n  ( V a r t i o  e t  a l .  
1 9 8 1 ) .  W h e th e r  N02 e x p o s u r e  a l s o  i n c r e a s e s  t h e  
s u s c e p t i b i l i t y  o f  p r o t e i n s  t o  p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  h a s  
n o t  b e e n  a d d r e s s e d ,  b u t  t h e  p o s s i b i l i t y  s e e m s  l i k e l y .
T he  t i m e  c o u r s e  s t u d y  i n  F i g u r e  19 (B) a l s o  c o n f i r m s  
t h e  e s t i m a t e d  M, o f  t h e  s m a l l  N02 g e n e r a t e d  p e p t i d e s  o f  3H- 
BSA a n d  3H-HSA F i g u r e s  17 (B) a n d  18 (B) a t  a  Mf =  6 , 0 0 0 .
T h i s  M, i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  p r o p o s e d  Mf o f  t h e  s m a l l  
p e p t i d e s  t h a t  w o u ld  b e  g e n e r a t e d  b y  c l e a v a g e  a t  o r  n e a r  t h e  
L y s32r L y s 3I1 b o n d  i n  t h e  s e q u e n c e  o f  BSA a n d  a t  o r  n e a r  t h e  
L y s J2i-  L y s JI4 b o n d  i n  t h e  s e q u e n c e  o f  HSA. A l t h o u g h  BSA a n d  
HSA c o n t a i n  a d d i t i o n a l  L y s - L y s  s e q u e n c e s ,  p e p t i d e s  r e s u l t i n g  
f r o m  c l e a v a g e  a t  t h e s e  s i t e s  w o u ld  y i e l d  p e p t i d e s  c o n t a i n i n g  
t y r o s i n e  r e s i d u e s  c a p a b l e  o f  f o r m i n g  a g g r e g a t e s ,  w h e r e a s  t h e  
C - t e r m i n a l  f r a g m e n t  g e n e r a t e d  b y  c l e a v a g e  a t  r e s i d u e s  5 2 3 -  
524  o f  HSA w o u ld  n o t  c o n t a i n  t y r o s i n e  a n d  t h u s  c o u l d  n o t  
a g g r e g a t e  v i a  t h e  f o r m a t i o n  o f  b i t y r o s i n e  c r o s s - l i n k s .  T h i s  
p r o p o s e d  sc h e m e  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  2 0 .  E v i d e n c e  f o r  
t h i s  p r o p o s e d  c l e a v a g e  s i t e  r e s u l t s  f r o m  o u r  e x p o s u r e  
s t u d i e s  w i t h  a  s y n t h e t i c  p o l y p e p t i d e  o f  l y s i n e  r e s i d u e s  (3H- 
P o l y - L - L y s i n e ) . T h e  g e l  f i l t r a t i o n  d a t a  show  t h a t  3H - p o l y -  
L - l y s i n e  w as  e x t e n s i v e l y  f r a g m e n t e d  u p o n  e x p o s u r e  t o  N02. 
C o l l e c t i v e l y ,  t h e s e  f i n d i n g s  a l s o  i n d i c a t e  t h a t  N02 c a n  
r e a c t  w i t h  p r o t e i n s  a t  p h y s i o l o g i c a l  pH, r e s u l t i n g  i n  t h e  
f o r m a t i o n  o f  c r o s s - l i n k s ,  t h e  n i t r a t i o n  o f  t y r o s i n e  r e s i d u e s
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F i g u r e  2 0 .  S c h e m a t i c  o f  p r o p o s e d  c l e a v a g e  o f  HSA a t  l y s i n e -  
l y s i n e  s e q u e n c e s  b y  N02 t o  g e n e r a t e  p e p t i d e s  w i t h  a n d  
w i t h o u t  t y r o s i n e  r e s i d u e s .  T h e s e  t y r o s i n e  r e s i d u e s  a r e  
e s s e n t i a l  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  b i p h e n o l i c  a g g r e g a t e s  o f  HSA.
a n d  p e p t i d e  f r a g m e n t a t i o n .  A l l  o f  t h e s e  p r o c e s s e s  c o u l d  
d am ag e  p r o t e i n s  v i t a l  t o  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  l u n g .  M o d i f i e d  
e l a s t i n  may n o t  f u n c t i o n  n o r m a l l y  a n d  may b e  m o re  o r  l e s s  
s u s c e p t i b l e  t o  p r o t e o l y s i s .  S i m i l a r l y ,  t h e  f u n c t i o n  o f  
o t h e r  l u n g  p r o t e i n s  may b e  a d v e r s e l y  a f f e c t e d  b y  c l e a v a g e  
a n d / o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  c r o s s - l i n k s .  D e t e r m i n i n g  t h e  
m e c h a n is m  o f  t h e  l y s i n e  c l e a v a g e  r e a c t i o n  a n d  t h e  e x t e n t  t o  
w h ic h  t h i s  r e a c t i o n  o c c u r s  i n  v i v o  w i l l  r e q u i r e  a d d i t i o n a l  
w o r k .
A lo n g  w i t h  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  f u t u r e  c o n s i d e r a t i o n s ,  
i t  w as  show n  r e c e n t l y  t h a t  a c t i v a t e d  m a c r o p h a g e s  s y n t h e s i z e  
n i t r i t e  (N02‘) , a n d  n i t r a t e  (N03*) f r o m  L - a r g i n i n e .  ( M a r i e t t a  
e t  a l .  1 9 8 8 ) .  N i t r i c  o x i d e  (NO*) i s  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  
s y n t h e s i s  o f  n i t r i t e ,  a n d  n i t r a t e  i n  t h e s e  m am m alian  c e l l s  
s o  t h a t  t h i s  d i s c o v e r y  r e p r e s e n t s  o n e  o f  t h e  r a r e  i n s t a n c e s  
i n  m am m alian  b i o c h e m i s t r y  w h e r e  s u c h  a  r e a c t i v e  s p e c i e s  i s  
f o u n d  a s  a  f r e e  i n t e r m e d i a t e .  P r i o r  t o  t h i s  f i n d i n g  
e x p o s u r e  t o  NOj* w as  a l w a y s  t h o u g h t  t o  r e s u l t  f r o m  
e n v i r o n m e n t a l  s o u r c e s .  A t  t h e  p r e s e n t ,  t h e  p o t e n t i a l  
b i o l o g i c a l  r o l e  o f  n i t r i c  o x i d e  p r o d u c t i o n  b y  t h e s e  c e l l s  i s  
s p e c u l a t i v e .  One p o s s i b i l i t y  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  th e m e  o f  
t h i s  d i c u s s i o n  i s  d e r i v e d  f r o m  t h e  known c y t o s t a s i s - i n d u c i n g  
a n d  k i l l i n g  f u n c t i o n  o f  a c t i v a t e d  m a c r o p h a g e s .  T h i s  t h e o r y  
a s  r e v i e w e d  b y  M a r i e t t a ,  (1 9 8 9 )  s u g g e s t  t h a t  n i t r i c  o x i d e  
may b e  a c t i n g  a s  a  c y t o t o x i c  a g e n t ,  t h r o u g h  i t s  c h e m i c a l  
p r o p e r t i e s .  T h i s  t h e o r y  i s  b a s e d  o n  a  r e q u i r e m e n t  f o r
a r g i n i n e  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  c y t o s t a s i s  t o  o c c u r  w i t h  
a c t i v a t e d  m a c r o p h a g e s  a g a i n s t  v a r i o u s  t u m o r  c e l l  l i n e s .  T h e  
sam e  e f f e c t  i n  t h i s  s y s t e m  c a n  b e  r e p r o d u c e d  by  
s u p p l e m e n t i n g  t h e s e  c e l l s  w i t h  n i t r i c  o x i d e  i n  p l a c e  o f  L -  
a r g i n i n e .  T h i s  f i n d i n g  t h a t  n i t r i c  o x i d e  i s  a n  i n t e r m e d i a t e  
i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  n i t r i t e  (N02‘) f a n d  n i t r a t e  (NOj’) , f ro m  
L - a r g i n i n e  i n  a c t i v a t e d  m a c r o p h a g e s  i s  v e r y  i n t e r e s t i n g  i n  
t h a t  t h i s  p a th w a y  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e s e  c e l l s  t o  beco m e  
b a c t e r i c i d a l  a n d / o r  t u m o r i c i d a l .  E l u c i d a t i n g  t h e  m e c h a n is m s  
i n v o l v e d  i n  t h i s  p a th w a y  may c o n t r i b u t e  t o  a  b e t t e r  
u n d e r s t a n d i n g  o f  how t h e  immune s y s t e m  i s  c o n t r o l l e d .
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P r u t z ,  W. A . ,  M o n ig ,  H . , B u t l e r ,  J . ,  a n d  L a n d ,  E .  J .  (1 9 8 5 )
R e a c t i o n s  o f  n i t r o g e n  d i o x i d e  i n  a q u e o u s  m o d e l  s y s t e m s :  
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9 6 ,  A m e r ic a n  C h e m ic a l  S o c i e t y ,  W a s h i n g t o n ,  D. C.
103
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P r o t e c t i o n  A g en cy  NOT M o n i t o r i n g  M e th a d o lo q v  R e q u i r e m e n t s . 
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1 9 5 5 .
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i n  h a m s t e r s  f o l l o w i n g  t r e a t m e n t  w i t h  e n d o t h e l i a l  e l a s t a s e  o r  
c o l l a g e n a s e .  J .  A p p l .  P h y s i o l .  £2., 2 0 6 - 2 1 5 ,
105
S n i d e r ,  G. L . , K l e i n e r m a n ,  J . ,  T h u r l b e c k ,  W. H . ,  a n d  
B e n g a l i ,  z .  H. (1085)  T h e  d e f i n i t i o n  o f  em p h y sem a: R e p o r t  o f  
a  R a t i o n a l  H e a r t ,  L u n g , a n d  B lo o d  I n s t i t u t e ,  D i v i s i o n  o f  
L ung  D i s e a s e s  W o rk sh o p .  Am. R e v .  R e s p i r .  D i s .  1 3 2 . 1 8 2 - 1 8 5 .
S n i d e r ,  G. L .  (1 9 8 1 )  T h e  p a t h o g e n e s i s  o f  em physem a -  t w e n t y  
y e a r s  o f  p r o g r e s s .  Am. R e v .  R e s p i r .  D i s .  1 2 4 . 3 2 1 - 3 2 4 .
S t e c k ,  G . ,  L e u t h a r d ,  P . ,  a n d  B u r k ,  R . R. (1 9 8 0 )  D e t e c t i o n  o f  
b a s i c  p r o t e i n s  a n d  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  p e p t i d e s  i n  
p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  b y  f o r m a l d e h y d e  f i x a t i o n .  A n a l .
B io c h e m .  1 0 7 . 2 1 - 2 4 .
T h u r l b e c k ,  W. M. (1 9 8 4 )  T he  p a t h i o b i o l o g y  a n d  e p i d e m i o l o g y  
o f  human em p h y sem a . J .  T o x i c o l .  E n v i r o n .  H e a l t h  JL3, 3 2 3 -  
3 4 3 .
T r a v i s ,  J . , a n d  S a l v e s e n ,  G. S .  (1 9 8 3 )  Human P la s m a  
P r o t e i n a s e  I n h i b i t o r s ,  A nn. R e v .  B io c h e m . ^ 2 ,  6 5 5 - 7 0 9 .
T r a v i s ,  J . , a n d  J o h n s o n ,  D. (1 9 8 1 )  I n :  M e th o d s  i n  
e n zv m o io q v .H u m an  a l p h a - l - p r o t e i a n s e  i n h i b i t o r . V olum e 8 0 ,  
(L . L o r a n d ,  Ed) p p .  7 4 5 - 7 6 5 .  A c a d e m ic  P r e s s ,  New Y o rk .
T r a v i s ,  J . ,  Bowen, J . ,  T e w k e b u ry ,  D . , J o h n s o n ,  D . ,  a n d  
P a n n e l l ,  R. (1 9 7 6 )  W hole  human p l a s m a :  I s o l a t i o n  o f  a l b u m i n  
a n d  f r a c t i o n a t i o n  o f  a l b u m i n  d e p l e t e d  p l a s m a .  B io ch em  J .  
1 5 7 . 3 0 1 - 3 0 6 .
T u r i n o ,  G. M. (1 9 8 5 )  T h e  l u n g  p a re n c h y m a  -  A d y n a m ic  m a t r i x .  
Am. R e v .  R e s p i r .  D i s .  1 3 2 . 1 3 2 4 - 1 3 3 4 .
T u r i n o ,  G. M ., L o u r e n c o ,  R . V . ,  a n d  M cC rak en ,  G. H. (1 9 6 8 )
T h e  r o l e  o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e s  i n  l a r g e  p u lm o n a r y  a i r w a y s .
J .  A p p l .  P h y s i o l .  2 5 ,  6 4 5 - 6 5 3 .
V a r t i o ,  T .  (1 9 8 9 )  R e g u l a r  f r a g m e n t a t i o n  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  
t r e a t e d  f i b r o n e c t i n .  J .  B i o l .  Chem. 2 6 4 . 4 4 7 1 - 4 4 2 5 .
V e n k a t a s u b r a m a n i a n ,  K . , a n d  J o s e p h ,  K. T . (1 9 7 7 )  A c t i o n  o f  
s i n g l e t  o x y g e n  o n  c o l l a g e n .  I n d i a n  J .  B io c h em  B i o p h y s .  1 4 , 
2 1 7 - 2 2 0 .
V o s t a l ,  J .  J . ,  W o l f f ,  G. T . ,  a n d  K l i m i s h ,  R . L . (1 9 8 5 )  I n :  
A e r o s o l s .  R e s e a r c h .  R i s k  A s s e s s m e n t  a n d  C o n t r o l  S t r a t e g i e s :  
F a c t o r s  R e l a t e d  t o  A e r o s o l  S t r a t e g i e s  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s :  
A d v e r s e  H e a l t h  E f f e c t s  a n d  A t m o s p h e r i c  P a r t i c u l a t e  M a t t e r  i n  
P e r s p e c t i v e . ( L e e ,  S c h n e i d e r ,  G r a n t ,  a n d  V e r k e r k  E d s . )  p p .  
1 1 4 5 - 1 1 5 9 .  L e w is  P u b l i s h e r s ,  M i c h i g a n .
W i l s o n ,  R . , C o lo m e , S . ,  S p e n g l e r ,  J ,  a n d  W i l s o n ,  D. (1 9 8 0 )  
I n :  H e a l t h  E f f e c t s  Of F o s s i l  F u e l  B u r n i n g , p p .  9 5 - 1 0 0 ,  
B a l l i n g e r  P u b l i s h i n g ,  M a s s a c h u s e t t s .
APPENDIX
l o a
Am ino A c id  A n a l y s i s  o f  S o l u b l e  a n d  I n s o l u b l e  
N02 E x p o s e d  3H - E l a s t i n  F r a c t i o n s  a n d  3H - P o l y - L - L y s i n e .
T h e  t o t a l  CPM/5 mg i n  5 m l o f  c o n t r o l  i n s o l u b l e  3H- 
E l a s t i n  «  9 0 ,8 7 5  CPM/5 ml = 1 8 ,1 6 5  CPM/ml.
F o l l o w i n g  e x p o s u r e  o f  t h e  3H - E l a s t i n  s a m p l e s  t o  N02 a l l  
s a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 ,0 0 0  x  g  f o r  30 m i n u t e s .  T h e  
t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s o l u b l e  
( s u p e r n a t a n t )  f r a c t i o n s  w as  d e t e r m i n e d  b y  s a m p l i n g  500  p 1 o f  
t h e s e  f r a c t i o n s  i n  10 m l o f  C y t o s c i n t  l i g u i d  s c i n t i l l a t i o n  
c o c k t a i l .  T h e  r e m a i n i n g  s u p e r n a t a n t s  ( 4 . 5  m l) w e r e  re m o v e d  
w i t h  a  p a s t e u r  p i p e t t e ,  t h e  i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  w e r e  
r e s u s p e n d e d  i n  3 . 0  m l o f  0 . 1  M s o d iu m  p h o s p h a t e  e x p o s u r e  
b u f f e r  pH 7 . 4 ,  a n d  200 p i  o f  e a c h  r e s u s p e n d e d  i n s o l u b l e  3H- 
e l a s t i n  f r a c t i o n  w as c o u n t e d  i n  5 m l o f  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  
c o c k t a i l  t o  d e t e r m i n e  CPM/ml.
(A) 500 p m o le s  o f  Amino A c id  S t a n d a r d  H.
(B) C o n t r o l  I n s o l u b l e  3H - E l a s t i n  ( 3 1 ,3 4 5  C P M /m l).  T h i r t y  
m i c r o l i t e r s  (30  p i )  w as  h y d r o l y z e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  
a n d  M e th o d s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  400  p i  d i l u e n t .  F i f t e e n  
m i c r o l i t e r s  (15  /xl) w as  a n a l y z e d  w h ic h  g a v e ’0 .5 4  6 n m o le s  o f  
d i m e t h y l l y s i n e  (DMK) a n d  0 .5 4 6  n m o le s  DMK x (1 2 8  n g / n m o l e ) =  
6 9 . 8  n g  DMK/15 p i  a n a l y z e d .  T h e  t o t a l  DMK/400 ( i l  d i l u e n t =  
1 ,8 8 4  ng=  1 . 8  p g /  20 ( i l  h y d r o l y z e d .  T h i s  e q u a l s  6 2 .0 4  p g /m  1 
X  1 . 7 8  m l = 1 1 3 .8  p g  TOTAL DMK.
(C) 9 h r .  N02 E x p o s e d  I n s o l u b l e  3H - E l a s t i n  (15  / m o l e s  
N O ,); ( 2 7 ,6 5 8  C P M /m l).  F o u r t y  m i c r o l i t e r s  (40  p i )  w as  
h y d r o l y z e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  2 0 0  p i  d i l u e n t .  T en  m i c r o l i t e r s  (10  p i )  w as 
a n a l y z e d  w h ic h  g a v e  0 .5 5 3  n m o le s  o f  DMK a n d  0 .5 5 3  n m o le s  DMK 
x  (1 2 8  n g / n m o l e ) =  7 0 .7 8  n g / 1 0  p i  a n a l y z e d .  T h e  t o t a l  
DMK/200 p i  d i l u e n t "  l , 4 1 5 n g =  1 . 4  p g /  40  p i  h y d r o l y z e d .  T h i s  
e q u a l s  3 2 . 2 5  p g / m l  X 2 . 7  m l = 9 5 .1 7  p g  TOTAL DMK.
(D) 18 h r .  N0 2 E x p o s e d  I n s o l u b l e  3H - E l a s t i n  (30  p m o le s  
N O ,) ; ( 1 5 , 4 4 0  C PM /m l). S e v e n t y  m i c r o l i t e r s  (70  p i )  w as 
h y d r o l y z e d  a s  d e s c r i b e d  u n d e r  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  2 0 0  p i  d i l u e n t .  T en  m i c r o l i t e r s  (1 0  p i )  w as 
a n a l y z e d  w h ic h  g a v e  0 .5 7 6  n m o le s  DMK a n d  0 .5 7 6  n m o le s  DMK x  
(128  n g / n m o l e ) =  7 3 . 7 2  n g / 1 0  p i  a n a l y z e d .  T he  t o t a l  DMK/200 
p i  d i l u e n t =  1 . 4 7 4 n g -  1 . 4 7  p g /  70 p i  h y d r o l y z e d .  T h i s  e q u a l s
2 1 .0 2  p g / m l  x  2 . 7  ml = 5 6 .7 5  p g  TOTAL DMK.
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(E) 36 h r .  NO, E x p o s e d  I n s o l u b l e  3H ~ E l a s t i n  (60  / im o le s  
NO,) ,* (1 2 ,4 2 0  C P M /m l).  E i g h t y - f o u r  m i c r o l i t e r s  (84  / i l )  w as  
h y d r o l y z e d  a s  d e s c r i b e d  u n d e r  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  200 / i l  d i l u e n t .  E i g h t  m i c r o l i t e r s  (8  / i l )  w as  
a n a l y z e d  w h ic h  g a v e  0 .5 3 4  n m o le s  DMK a n d  0 .5 3 4  n m o le s  DMK x 
(1 2 8  n g /n m o le } =  6 8 . 3 5  n g / 8  / i l  a n a l y z e d .  T h e  t o t a l  DMK/200 
/ i l  d i l u e n t =  1 ,7 0 8  ng=  1 . 7  / i g /  84 / i l  h y d r o l y z e d .  T h i s  e q u a l s  
2 0 .2 3  / ig /m l  x  2 . 7  m l «  5 4 .6 2  /tg  TOTAL DMK.
(F) 72 h r .  NO, E x p o s e d  I n s o l u b l e  3H - E l a s t i n  (1 2 0  / im o le s  N0 2) ; 
( 6 , 4 9 5  C P M /m l).  O n e -H u n d re d  s i x t y  m i c r o l i t e r s  (1 6 0  / i l )  w as  
h y d r o l y z e d  a s  d e s c r i b e d  u n d e r  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  20 0  t i l  d i l u e n t .  E i g h t  m i c r o l i t e r s  (8 f i l )  w as 
a n a l y z e d  w h ic h  g a v e  0 . 2 1 1  n m o le s  DMK a n d  0 . 2 1 1  n m o le s  DMK x 
(128  n g / n m o l e ) =  27 n g /  8 t i l  a n a l y z e d .  T h e  t o t a l  DMK/200 / i l  
d i l u e n t  *= 675  n g =  0 .6 7 5  / i g /  160  /xl h y d r o l y z e d .  T h i s  e q u a l s
4 . 2  /xg x  2 . 7  m l=  1 1 .3 4  /ig TOTAL DMK.
( B 1) C o n t r o l  S o l u b l e  3H ~ E l a s t i n  ( 1 ,1 0 4  C P M /m l).  Two H u n d re d  
m i c r o l i t e r s  ( 2 0 0  / i l )  w as  h y d r o l y z e d  a s  d e s c r i b e d  i n  
M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  20 0  / i l  d i l u e n t .
T en  m i c r o l i t e r s  (1 0  / i l )  w as  a n a l y z e d  w h ic h  g a v e  0 .1 1 9  n m o l e s  
DMK a n d  0 .1 1 9  n m o le s  DMK x  (1 2 8  n g / n m o l e ) =  1 5 . 2 8  n g /  10 / i l  
a n a l y z e d .  T h e  t o t a l  DMK/200 / i l  d i l u e n t  = 3 0 4 . 6  n g  =* 0 .3 0 4  
/ i g /  2 00  / i l  h y d r o l y z e d .  T h i s  e q u a l s  1 . 5 2  /ig  x  5 m l=  7 . 6  /ig  
TOTAL DMK.
( C ' )  9 h r .  NO, E x p o s e d  S o l u b l e  3H - E l a s t i n  ( 6 ,2 5 8  C P M /m l) .
One H u n d r e d - S i x t y  m i c r o l i t e r s  (1 6 0  / i l )  w as  h y d r o l y z e d  a s  
d e s c r i b e d  u n d e r  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  200 
/ i l  d i l u e n t .  T en  m i c r o l i e r s  (10  / i l )  w as  a n a l y z e d  w h ic h  g a v e  
0 .2 3 4  n m o le s  DMK a n d  0 .2 3 4  n m o le s  DMK x  (1 2 8  n g / n m o l e ) =
2 9 .9 5  n g /  10 / i l  a n a l y z e d .  T h e  t o t a l  DMK/200 / i l  d i l u e n t  =
599  ng  = 0 .5 9 9  /x g /160  / i l  h y d r o l y z e d .  T h i s  e q u a l s  3 . 7 8  / ig  x  
5 ml = 1 8 . 9  /ig  TOTAL DMK.
(D *) 18 h r .  N02 E x p o s e d  S o l u b l e  3H - E l a s t i n  ( 6 , 7 6 0  C P M /m l) .
One H u n d r e d - F o u r t y  F i v e  m i c r o l i t e r s  (1 4 5  / i l )  w as  h y d r o l y z e d  
a s  d e s c r i b e d  u n d e r  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
200  / i l  d i l u e n t .  T en  m i c r o l i t e r s  (10  / i l )  w as  a n a l y z e d  w h ic h  
g a v e  0 . 3 1 9  n m o le s  DMK a n d  0 . 3 1 9  n m o le s  DMK x (1 2 8  n g / n m o l e ) =  
4 0 .8 3  n g /  10 / i l  a n a l y z e d .  T h e  t o t a l  DMK/200 / i l  d i l u e n t  = 
8 1 6 .6  / i g /1 4 5  / i l  h y d r o l y z e d .  T h i s  e q u a l s  5 . 7 1  /xg x  5 m l = 
2 8 . 5  /ig  TOTAL DMK.
( E 1) 36 h r .  N02 E x p o s e d  S o l u b l e  3H - E l a s t i n  ( 1 0 ,1 0 8  C P M /m l).  
One H u n d re d  m i c r o l i t e r s  (1 0 0  / i l )  w as  h y d r o l y z e d  a s  d e s c r i b e d  
u n d e r  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  2 0 0  / i l  
d i l u e n t .  T en  m i c r o l i t e r s  (1 0 0  f i l )  w as  a n a l y z e d  w h ic h  g a v e  
0 . 2 5  n m o le s  DMK a n d  0 . 2 5  n m o le s  DMK x  (1 2 8  n g / n m o l e ) =  32 n g /  
10 / i l  a n a l y z e d .  T he  t o t a l  DMK/200 / i l  d i l u e n t  =  6 . 4  /ig  x  5 
ml = 32 /ig  TOTAL DMK.
( F ' J  72 h r .  N0Z E x p o s e d  S o l u b l e  3H - E l a s t i n  ( 1 6 ,3 9 4  C PM /m l).  
S i x t y - F i v e  m i c r o l i t e r s  (65  p i )  w as  h y d r o l y z e d  a s  d e s c r i b e d  
u n d e r  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  2 0 0  p i  
d i l u e n t .  E i g h t  m i c r o l i t e r s  (8  p i )  w a s  a n a l y z e d  w h ic h  g a v e  
0 . 3 6 5  n m o le s  DMK a n d  0 . 3  65 n m o le s  DMK x  (1 2 8  n g / n m o l e ) =  4 6 . 7  
ng / 8  p i  a n a l y z e d .  T he  t o t a l  DMK/200 p i  d i l u e n t  =  1 7 .9 8  p g  x  
5 m l =  90 p g  TOTAL DMK.
(G) A rg o n  B u b b le d  C o n t r o l  3H - P o l y - L - L v s i n e .  T e n  m i c r o l i t e r s  
(1 0  p i  o f  1 m l ) ,  (803  CPM o f  8 . 0  x  103 CPM) w a s  a n a l y z e d  a n d  
98% o f  t h e  i n j e c t e d  r a d i o a c t i v i t y  w a s  r e c o v e r e d  i n  f r a c t i o n s  
e l u t i n g  b e tw e e n  17 a n d  18 m i n u t e s  w h i c h  g a v e  0 . 4  n m o le s  DMK. 
T h e  t o t a l  DMK/200 p i  d i l u e n t  =  8 n m o le s  =  1 .0 2 4  p g  TOTAL 
DMK.
(G 1) 72  h r .  NO, E x p o s e d  3H - P o l y - L - L y s i n e . T e n  m i c r o l i t e r s  
(10  p i  o f  1 m l ) ,  ( 2 ,4 0 2  CPM o f  2 . 4  X 1 0 A CPM) w as  a n a l y z e d  
a n d  90% o f  t h e  i n j e c t e d  r a d i o a c t i v i t y  w as  r e c o v e r e d  i n  
f r a c t i o n s  e l u t i n g  b e t w e e n  1 6 . 5  a n d  1 7 . 5  m i n u t e s  w h ic h  g a v e  
1 . 1  n m o le s  o f  DMK. T he  t o t a l  DMK/200 p i  d i l u e n t  »  22 
n m o le s =  2 .8 1 6  p g  TOTAL DMK.
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VITA
DARRYL BRICE HOOD
P e r s o n a l  D a ta :
E d u c a t i o n :
P r o f e s s i o n a l
E x p e r i e n c e :
D a te  o f  B i r t h :  O c t o b e r  1 8 ,  1958
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